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RESUMEN -

e

El uso clinico de bloqueadores de checkpoints del sistema inmune, tales como
los anticuerpos anti-CTLA-4 (Ipilimumab) o anti-PD-1 (Nivolumab), ha demostrado ser
beneficioso para la sobrevida de pacientes con melanoma u otros tumores sélidos. Sin
embargo, un alto porcentaje de los pacientes tratados con estas proteinas no responde
al fratamiento. En este contexto, las vacunas contra el cancer se vuelven una
alternativa complementaria para su tratamiento. La optima entrega de antigenos (Ags)
y el uso adecuado de adyyvantes son fundamentales para el éxito de una vacuna.-En
este trabajo, una nueva vacuna terapéutica para el tratamiento del melanoma maligno,-
llamada TRIMELvax®, fue probada en un modelo experimental. Esta vacuna esta
basada en lisados itumorales de células de melanoma condicionadas junto a un
adyuvante especifico ya usado en pacientes en el contexto de una vacuna de células
dendriticas, sin observarse efectos adversos. La vacuna estd hecha para activar
directamente la respuesta inmune contra el tumor, inhibiendo su crecimiento.
TRIMELvax fue evaluada en términos de su seguridad y eficacia a un nivel pre-clfnico,
en un modelo C57BL/6 de melanoma murino (B16-F10), Para esto, ratones

inmunocompetentes fueron vacunados con tres dosis de TRIMELvax y luego

- desafiados con células de melanoma B16-F10. De manera alternativa, la inmunizacién

también fue probada de manera terapéutica en ratones con tumor establecido.

Nuestros resultados muestran que TRIMELvax fue capaz de reducir drasticamente la

aparicion del turior, inhibiendo su crecimiento en los ratones inmunizados. En

contraste, el uso por separado de lisados tumorales o el adyuvante no tuvo influencia

en el crecimiento tumoral. Este comportamiento fue asociado a una respuesta inmune




mediada por linfocitos T CD8+ y células NK. Finalmente, una terapia con blogueadores
de checkpoints podria verse fuertemente poteniciada con la combinacién con

TRIMELvax, lo que necesita ser probado en futuros ensayos clinicos.




ABSTRACT

Clinical strategies using immune-checkpoint blockers, such as anti-CTLA4,
(Ipiimumab) or anti-PD1 antibodies (Nivolumab), have demonstrated durable survival
benefits in patients with melanoma and other solid tumors. Nevertheless, an important
percentage of patients {reated with anti-checkpoint proteins remain refractory. In this
context, cancer vaccines become again a complementary alternative to cancer
treatment. The optimal delivery of antigens (Ags) and the use of adequate adjuvants
are crucial for vaccine success. Here, a prototype of a generic therapeutic vaccine for
the treatment of malignant melanoma named TRIMELvax® was tested in an
experimental model. This vaccine is based on conditioned melanoma tumor lysates
combined with a specific adjuvant already used in patients in the context of a DC
vaccine, without adverse effects. The vaccine is intended to directly activate in vivo the
immune response against the tumor inhibiting its growth. TRIMELvax was evaluated in
terms of safety and efficacy at pre-clinical level, in C57BI/6 murine model of melanoma
(B16-F10). Briefly, immunocompetent mice were vaccinated with three doses of
TRIMELvax, and then challenged with B16-F10 melanoma cells. Alternatively,
immunization was also tested therapeutically in tumor bearing mice. Qur results showed
that TRIMELvax was able to reduce drastically the occurrence of tumor, inhibiting tumor
growth in immunized mice. In contrast the separated use of tumor lysate, or adjuvant
did not impact tumor growth. This response was associated to CD8+ T cells mediated
immune response and NK cells. Immune-checkpoint blockers therapy may be strongly
potentiated by the combination with TRIMELvax, which need to be tested in future

clinical trials.




INTRODUCCION

Cancer y melanoma.

El cancer se define como un conjunto de enfermedades producidas por la
proliferacion descontrolada de células anormales, las cuales poseen la capacidad de
invadir y destruir otros tejidos. Las células cancerosas adquieren caracteristicas que
las hacen muy diferentes de una célula normal: poseen fallas en la regulacién de la
division celular, en los mecanismos de chequeo de errores en la reproduccion, ademas
de la pérdida de especializacion y de las uniones que les permiten conformar un tejido.
Tanto en Chile como en el mundo, el cancer aparece como la segunda mayor causa de
muerte, precedido solo por las enfermedades cardiovasculares.

De entre los distintos tipos de céncer, el cancer de piel es el mas frecuente
entre la pobiacién de piel blanca. Existen tres sub-tipos de céncer de piel: el carcinoma
basocelular, el carcinoma de células escamosas y el melanoma maligno. Los dos
primeros son los de mayor frecuencia y presentan baja mortalidad {Lomas y col,,
2012). En cambio el melanoma, aunque es el menos frecuente (aproximadamente un
4% de los casos), es el tipo de cancer que mas ha aumentado su incidencia a nivel
mundial y es el que posee la mayor tasa de mortalidad (BOJ% de las .muertes por cancer
de piel), ya que presenta una aita capacidad metastasica (Miller & Mihm, 2006; Garbe y
col., 2012). Entre los factores de riesgo en la aparicién del melanoma estan el historial
familiar de este tipo de cancer (factores geneticos), inmunosupresion, sensibilidad a la
luz del sol y exposicion a radiacion ultravioleta (UV) (Miller & Mihm, 2006). El
melanoma posee buen prondstico en etapas tempranas, con alta supervivencia de los

pacientes mediante cirugia. Sin embargo, esto contrasta con su alta mortalidad en




etapas tardfas, debido a que los tratamientos convencionales tales como quimio y
radioterapia, poseen una baja efectividad en fases avanzadas de este cancer, creando

la necesidad de generar nuevas terapias alternativas.

Respuesta inmune antitumoral.

El sistema inmune se mantiene en un estado de vigilancia permanente para la
destruccion de células tumorales, las cuales son generadas producto de mutaciones en
su material genético. En 1909, Paul Ehrlich fue el primero en postular que el sistema
inmune poseia un rol critico en la proteccion del organismo frente al cancer, razonando
que, de otra manera, los tumores se presentarian en una mucha mayor frecuencia en
animales con alta esperanza de vida (Chow y col., 201 2). Ya en la década del 50, fue
formulada la hipétesis de la “inmunovigilancia”, la cual describe que el sisterna inmune
de un_organismo es capaz de reconocer antigenos presentes en células tumorales
nacientes y eliminarias antes de que el tumor se vuelva clinicamente evidente, por lo
que el cancer progresivo representaba un evento raro en donde las células tumorales
escapaban del control del sistema inmune (Ochsenbein, 2002). A pesar de ser
rechazada en su momento por Ia falta de evidencia, el conocimiento actual confirma la
existencia de la inmunovigilancia y la incluye deniro de un proceso mas general
denominado “inmunoedicién” del cancer, encargado tanto de prevenir la formacién de
tumores como de seleccionar aquellos de baja inmunogenicidad y de esta manera
promover el crecimiento tumoral (Dunn y col., 2002: Chow y cal., 2012),

La respuesta inmune antitumoral es mediada principaimente por linfocitos T
(LT), especialmente LT CD8+ o citotdxicos, los cuales requieren de la presentacién de
antigenos tumorales por parte de células dendriticas (DCs) para su activacién. Estas

células se localizan en los tejidos periféricos en un estado inmaduro donde capturan




antigenos continuamente (Steinman & Banchereau, 2007), y detectan sefiales de
inflamacién o infeccién, procesos necesarios para inducir la maduracién de las DCs.
Este proceso incluye la mayor expresion de moléculas de histocompatibilidad (MHC) y
de coestimulacion, y la induccion de su migracion hacia érganos linfoides secundarios
donde son capaces de presentar antigenos tumorales a LT especificos provocando su
praoliferacién, diferenciacién, y migracion hacia el sitio tumoral, en donde ejerceran su
accion (Steinman & Banchereau, 2007) (Figura 1). Estudios a lo largo del tiempo han
demostrado que pacientes con cancer que presentan una mayor proporcion de
linfocitos infilirantes de tumor (TILs), poseen una mejor sobrevida (Yu & Fu, 2006;
Thomas y col., 2013; Wang y col., 2018),

Inicialmente, la investigacion de [a respuesta inmune antitumoral estuvo
centrada er'1 los linfocitos T CD8 citotoxicos (CTLs) debido a que son capaces de
reconocer los complejos MHC-I-péptido expresados por las células tumorales y
provocar su lisis directa. Ademds, poseen la habilidad para eliminar grandes masas
tumorales in vivo (Toes y col., 1999). Sin embargo,.con el paso del tiempo, numerosos
estudios han demostrado la participacion de los LT CD4 en |a respuesta antiturmnoral.
Su participacién en este proceso estaria dada por la secrecion de citoquinas como IFN-
Y ¥ TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), las cuales potencian la respuesta inmune
mediante la induccién de |a expresién de MHC de clase | y Il'en las células tumorales y
de presentacién de antigenos, aumentando la inmunogenicidad del tumor; y mediante
el reclutamiento y activacion de células del sistema inmune innato tales como
macréfagos y eosinofilos (Ruella & Kalos, 2014). Otro grupo de linfocitas que no ha
sido mayormente estudiado, pero que podria tener participacién en la respuesta anti-
tumoral son ios linfocitos B (LB). Inicialmente se pensé que los LB actuaban como

células pro-tumorales, ya que se describia que estas células eran capaces de inhibir




tanto la citotoxicidad de los LT como Ila respuesta de estas células en vacunas
terapéuticas, en modelos tumorales de ratén (Qin y col., 1998). Sin embargo, estudios
posteriores han mostrado que los LB podrian tener efectos positivos sobre la respuesta
de los LT en modelos tumorales in vivo (DiLillo ¥ coi., 2010). Esta contradiccidn se
explicaria en parte, por el estado de activacién de los LB, ya que en estado de reposo
los LB inhibirian fa respuesta de los LT, mientras que su activacion la facilitaria
mediante la produccién de anticuerpos, citoquinas y quimioquinas, actuando como
celulas presentadoras de antigenos locales, y organizando la formacion de estructuras
linfoides terciarias para la mantencion de una inmunidad a largo plazo. Esta teoria se
ha confirmado con observaciones que indican que los LB en pacientes con cancer
estarian principalmente activadas, aumentando |a opcién de que estas células tengan
un rol positivo en la actividad anti-tumoral {Nelson; 201 0).

Para evadir ia respuesta inmune, las células cancerosas han desarrollado una
serie de mecanismos, tanto intrinsecos como extrinsecos, como la sobreexpresion de
las moléculas inmunoreguladoras PD-L1/L2 en las células tumorales, el aumento en la
secrecion de prostaglandina E2 (PGE2), arginasa (moléculas supresoras de LT) y
VEGF (inhibe la infiltracidn de los LT al sitio tumoral), la disminucién de la expresion de
moléculas MHC-l de presentacién antigénica, y el reclutamiento de células
inmunosupresoras (Grivennikov y col., 2010; Meliman y col,, 2011). Debido a esto, una
de las claves para una inmunidad antitumoral efeciiva es poder superar los

mecanismos de evasién presentados por el microambiente tumoral (Figura 1).
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Figura 1. Generacién de una respuesta inmune antitumoral. Actualmente, la teoria
mas aceptada es la que se explica a continuacién: inicialmente, las células dendriticas
inmaduras presentes en los tejidos capturan antigenos y otras sefales del
microambiente tumoral lo que conlleva a su maduracion, aumentando la expresion de
moleéculas de histocompatibilidad (MHC) y co-estimuladoras entre otras. Luego, estas
células migran hacia el linfonodo drenante del tumor, lugar donde ocurre Ia
presentacion antigénica a los LT tanto CD4 como CD8. Posteriormente, los LT
activados son capaces de proliferar mediante la accién de citoquinas como la IL-2 y
diferenciarse, para luego migrar hacia el tumor y ejercer su accion citotéxica. A pesar
de todo esto, en el tumor existe un ambiente principalmente tolerogénico por lo que la
accion de los LT activados puede verse disminuida o suprimida por otros tipos
celulares tales como LT reguladores o células mieloides supresoras. Figura modificada
de Melero y col., 2014,

Senales de peligro y su rol en el ambiente tumoral.

En el sitio tumoral, el proceso de inflamacién puede favorecer tanto la
eliminacion como el crecimiento Yy propagacion del tumor, lo que se ve determinado por
el balance de sefiales anti- o pro-tumorales (Chow y col., 2012). Durante mucho
tiempo, antes de conocerse el mecanismo de induccion de la respuesta contra los

tumores, una de las mayores interrogantes en la inmunologia antitumoral era entender




como un grupo de pacientes con céncer era capaz de generar una respuesta por parte
de sus LT CD8+ contra antigenos tumor-especificos, en ausencia de patdgenos. Esto -
condujo al pensamiento de que podrian existir patrones moleculares asociados a
estrés o dafio capaces de inducir una respuesta del sistema inmune innato y, a través
de éste, activar la respuesta inmune adaptable (Gajewski y col., 2013).

Actualmente sabemos que en ausencia de infeccion, los factores celulares
liberados en condiciones de dafio tisular o estrés, entre ellos el calor excesivo, pueden
actuar como "sefiales de peligro”, induciendo una respuesta inflamatoria mediada por
receptores que reconocen patrones moleculares (PRR) como los TLR {Bianchi, 2007),
presentes principalmente en DCs. Estas sefiales de “cémeme” ("eat-me”) incluyen
calreticulina (CRT), DAMPs (por “patrones moleculares asociados a dafio”), proteinas
de shock térmico, acidos nucleicos y el grupe de aita movilidad 1 (HMGB1); todos
reconocidos por TLR, integrinas o receptores tipo scavenger. Se ha demostrado en
modelos animales que los DAMPs tendrian un rol beneficioso en terapias contra cancer
debido a su interaccién con el sistema inmune y a la generacion de una potente
fnmunidad antitumoral (Krysko y col., 2013).

Entre las sefiales de peligro mas estudiadas y caracterizadas en cancer esta |a
calreticulina, proteina de unién a calcio presente principalmente en el reticulo
endoplasmico. Entre sus funciones esta el controlar los niveles de calcio en la célula,
dirigir la correcta conformacion de proteinas y participar en el proceso de fagocitosis.
Por mucho tiempo se creyé que Ia traslocacion de calreticulina a la superficie celular se
debia a su participacion en la fagocitosis, pero evidencia méas reciente ha sugerido que
esta proteina facilitaria la presentacion antigénica y la respuesta citotéxica mediada por
linfocitos T tumor-especificos (Chow y col.,, 2012; Krysko y col., 2012: Kryske y col.,

2013).




Ofra de las sefiales de peligro mencionadas anteriormente y estudiadas Ien
cancer, es la molécula HMGB1, proteina nuclear que participa en facilitar interacciones
proteina-proteina y en transcripcidn génica. Cuando HVMGB1 se encuentra en el medio
extracelular es capaz de iniciar el proceso de inflamacién mediante su unién a
receptores del tipo Toll (TLRs) induciendo la maduraciéon de DCs, y siendo
indispensable para el eficiente procesamiento y presentacion de antigenos tumorales,
ademas de activar células endoteliales para inducir procesos de angiogénesis y
migracién de células del sistema inmune (Chow y col., 2012).

Considerando el rol que cumplen las “sefiales de peligro” en la inmunidad
antitumoral, principalmente induciendo la maduracién de las DCs, estas moléculas
podrian transformarse en una importante herramienta en la generacion de nuevas -

terapias contra diferentes tipos de cancer.

Inmunoterapias contra el melanoma.

Los tratamientos convencionales para combatir el melanoma incluyen cirugia
(altamente efectivo en etapas tempranas del cancer), radioterapia y quimioterapia, los
que han mostrado efectos limitados en etapas tardias y donde un alto porcentaje de los
pacientes genera efectos secundarios, tales como fatiga, pérdida de cabello, anemia,
entre otros (Garbe y col., 2012). El melanoma metastasico pocas veces es curable con
este tipo de tratamientos, ya que posee caracteristicas quimio y radiorresistentes (Joshi
y col., 2008), haciendo necesario el desarrollo de nuevos tratamientos.

Uno de los tratamientos alternativos de mayor interés e investigacién en los
Ultimos afios es la ilamada inmunoterapia antitumoral. La inmunoterapia se refiere a Ia
-estimulacién del propio sistema inmune del paciente para el rechazo y destruccién del

turmor. En 1893, William Coley evidencité que Ia inoculacion de extractos bacterianos a




pacientes con cancer, podia reducir masas tumorales (Cann y col., 2003), sentando las
bases de la Inmunoterapia. Posteriormente en 1943, se demostré que la inmunizacién
con células tumorales podia prevenir el crecimiento de tumores singénicos en modelos
animales (Gross, 1943). Entre las décadas de los 80 y 90, se comprobd que LT CDS8
humanos tienen la capacidad de lisar especificamente células tumorales autélogas in
vitro (Topalian y col., 1989), v que al co-cultivar células tumorales con LT autélogos,
estos eran capaces de activarse, proliferar y secretar citoquinas (Barth y col., 1991).
Hoy en dia, existen tres aproximaciones para potenciar la respuesta inmune
antitumoral mediante el desarrollo de inmunoterapias: (1) la estimulacién no especifica
de la respuesta inmune antitumoral, mediante el uso de citoquinas o por la eliminacion
de sefiales inhibitorias para los linfocitos T, entre las que podemos mencionar las
llamadas terapias bloqueadoras de checkpaints, las cuales utilizan anticuerpos para
bloquear moléculas especificas encargadas de suprimir la respuesta de los linfocitos T,
las cuales pueden estar presentes ya sea en los mismos linfocitos o en las células
tumorales, potenciando y manteniendo activa de esta manera la respuesta inmune
contra el tumor (Pardoll, 2012); (2) la transferencia adoptiva de células (ACT), los
cuales se seleccionan, se expanden ex vivo Y posteriormente se transfieren de nuevo
al paciente; y (3) la inmunizacién activa (vacunas) para mejorar las respuestas
enddgenas antitumorales in vivo. Dentro de las primeras, el uso de Ipilimumab, un
anticuerpo monoclonal humano que bloquea el receptor inhibitorio CTLA-4, y el
anticuerpos anti PD-1 (Nivolumab) ha mostrado ser efectivo en el tratamiento de
pacientes con cancer metastasico (Hodi y col., 2010; Van den Eertwegh y col, 2012). A
pesar de los resultados alentadores existen una serie de desventajas con este tipo de
tratamientos como su relativamente baja tasa de respuesta (20-25%), la cual puede

deberse a distintos factores como, por ejemplo, una baja infiltracion de LT a] tumor; y Ia-




presentacion de una serie de efectos adversos en los pacientes, provocados por el uso

de este anticuerpo, entre los que se encuentran fatiga, diarrea, colitis, toxicidad

- derivada de eventos autoinmunes, entre otros (Banaszynski & Kolesar, 2013). La

transferencia adoptiva de linfocitos T es una forma de terapia de transfusion que
consiste en ia inyeccion de distintos subtipos de linfocitos T en pacientes corr cancer,
con el fin de eliminar el tumor y prevenir su recurrencia (June, 2007). En 19686,
Southam y colaboradores demostraron que pacientes con cancer avanzado a los
-cuales se les realiz6 una transferencia de leucocitos autdlogos, presentaban una
inhibicion del crecimiento de los tumores subcutaneos (Southam y col., 1966). Este
hallazgo sugirié la existencia de leucocitos en &l paciente con.un-efecto inhibitorio
especifico hacia el crecimiento tumoral. Entre todos los distintos tipos de leucocitos, los
LT CD8+ son los que atraen mayor atencién para su uso en esta terapia debido a su
capacidad para destruir directamente las células tumorales. Ademas, los LT poseen
otras caracteristicas como la facilidad de su manipulacién genética y su larga vida, en
comparacion a ofras células del sistema inmune como, por ejemplo, las células NK
(June, 2007). El éxito de este tipo de terapias depende “principalmente de la éptima
seleccion o modificacion genética de LT especificos contra antigenos de tumor, y de
inducir su correcta proliferacion manteniendo sus funciones efectoras y capacidad de
migracion (June, 2007). A pesar de que la transferencia adoptiva de LT ha mostrado
regresion de algunos tumores, ha failado en generar una respuesta antitumoral en un
alto porcentaje de los pacientes, lo cual podria deberse a una defectuosa migracion de
las células inyectadas o a la pobre expresién antigenica de los tumores (Rosenberg y

col., 2008).
A diferencia de las vacunas profilacticas, las vacunas terapéuticas contra

cancer son administradas a pacientes que ya poseen la enfermedad y estan disefiadas
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para eliminar el tumor mediante el fortalecimiento del propio sistema inmune del

paciente. Los distintos subtipos celulares activados por esta clase de vacunas atacan y-

destruyen especificamente a las células cancerosas, dejando intactas las células
normales. Por io que, en un comienzo, las vacunas terapéuticas contra cancer pueden
ser utilizadas para detener el crecimiento tumoral en cénceres avanzados o combatir
tumores resistentes a las terapias convencionales. Existen diversos tipos de vacunas
conira cancer, entre las que podemos mencionar las vacunas celulares (utilizando
células inmunes o tumorales), vacunas conformadas por proteinas o péptidos, y
vacunas geneticas (de DNA, RNA o virales); sin embargo, el desafio de producir una
vacuna realmente efectiva se mantiene hasta el momento (Guo ¥ col., 2013). Uno de
los nuevos enfoques terapéuticos para tratar el cancer es el desarrollo de terapias
basadas en la utilizacién de vacunas de DCs que sean capaces de generar una
respuesta inmune anti-tumoral especifica con memoria inmunolégica (Gilboa, 2007:
Palucka & Banchereau, 2012). El protocolo mas utilizado en los ensayos clinicos de
pacientes con diferentes tipos de cancer es el cultivo de monocitos de sangre periférica
diferenciados a células dendriticas con GM-CSF e IL-4, las cuales se maduran ex vivo
Yy se reinyectan en los pacientes (Palucka & Banchereau, 2012). A pesar de los buenos
resultados de algunos de estos ensayos clinicos, la mayoria de ellos han fallado en la
correcta evaluacion de la respuesta antitumoral Yy en la identificacién de biomarcadores
para la prediccién de la respuesta clinica de los pacientes (Palucka & Banchereau,
2012), por lo que ain se necesita de nuevos estudios para lograr optimizar este tipo de
terapias y aumentar el rango de respuesta en los pacientes,

En la Tabla 1 se resumen las ventajas y desventajas de las diferentes

estrategias inmunoterapéuticas que existen en la actualidad.
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Tabla 1. Ventajas vy desventajas de los distintos tipos de, tratamientos

inmunoterapéuticos contra el cancer. Modificada de Farkona y col., 20186.

Estrategia Ventajas Desventajas Referencias

Citoquinas

IL-2 -Estimula el sisterna inmune del | -Baja tasa de respuesta. Sharma vy col, 2011,
paciente, -Alto riesgo de inflamacién

sistémica grave.

IFN-a -Estimula el sistema inmune del | -Baja tasa de respuesta. Sharma y col, 2011.
paciente. -Toxicidad a aitas dosis.
-Respuestas duraderas (para
pequefio grupo de pacientes
con melanoma).

Terapias

celulares

Vacunas -Estimula el sistema inmune del | -Falta de antigenos | Yaddanapudi y col.,
paciente. universales y protocolos de | 2013,
-Minima toxicidad. inmunizacion ideales lleva
-Administracién ambulatoria. a pobre eficacia vy
-Genera memoria inmunoldgica respuesta.
y proteccién a largo plazo

Transferencia -Omite la tarea de romper la | -Restringido principalmente | Klebanoff y col,

adoptiva tolerancia a los antigenos | a melanoma. 2004; Segal y col,
turnorales. -Problemas de seguridad, | 2008; Mellman y
-Produce alta avidez en LT | efectos adversos vy faita de | col, 2011,
efectores. respuestas duraderas en | Rosenberg y col,
-Mayor efectividad al eliminar | muchos pacientes. 2011; Yes, 2013
los linfocitos del sistema | -Toma tiempo preparar las | Qian y coi, 2014;
previamente. poblaciones celulares | Gilham vy col, 2015;
-Modificacion genética amplia | adecuadas, Shi y col, 2015
los tipos de cancer posibles de | -Costoso. Kazemi y col, 2016,
tratar.

Bloqueo de

“checkpoints”

Anticuerpo -Desencadena respuestas | -Solo un pequefo grupo de | Phan y col, 2003;

a-CTLA-4 antitumorales pre-existentes y | pacientes obtiene | Hodi y col, 2010;
nuevas, beneficios clinicos. Mellman vy col,
-Exhibe potentes propiedades | -Severos efectos adversos | 2011; Ribas, 2015.
antitumorales. observados en hasta un
-Aumento de la media de | 35% de los pacientes.
sobrevida,

Anticuerpo -Respuestas clinicas suficientes | -Solo un pequefio grupo de | Dong v col, 1999;

a-PD1y a-PD-L1

Inmunoterapias
combinadas

Yy duraderas.
-Respuestas terapéuticas en un

amplio espectro de tipos de
cancer.
-Menor toxicidad que

tratamiento con a-CTLA-4.

-Aumento de
antitumorales,

respuestas

pacientes obtiene

beneficios clinicos.

-Puede llevar a un
aumento en la magnitud y
frecuencia de efectos
adversos.

Brahmer y  coi,
2012; Mahoney vy
col, 2015.

Palucka &
Banchereau, 2012;
Palucka &

Banchereau, 2013,
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TAPCells y nuevas alternativas de vacunas antitumorales.

- En el Laboratorio de Inmunologia Anti-Tumoral de la Universidad de Chile, se
han realizado estudios clinicos de fase | y I, basados en un nuevo tratamiento, el.cual
consiste en la utilizacidon de DCs cargadas con lisados tumorales alogénicos en
pacientes con melanoma avanzado. lLas DCs utilizadas, denominadas TAPCells

- (Tumor Antigens Presenting Cells), son células presentadoras de antigenos autélogas
cen Ja capacidad para de activar LT antitumorales. Un componente esencial de este
~tratamiento es la utilizacién de un lisado tumoral alogénico, oﬁtenido de fres lineas

" celulares de melanoma. Este lisado, denominado TRIMEL contiene los principales

- antigenos asociados a melanoma (MAA) tales como MART-1, gp100, tirosinasa, NY-
ESO1, MAGE1, MC1R, survivina, Her2/neu, entre otros, y es capaz de inducir una
rapida diferenciacion de monocitos in vifro (Aguilera y col., 2011). Las células que
constituyen el lisado son sometidas previamente a un condicionaniiento que incluye un
shock térmico. Datos obtenidos en nuestro laboratorio indican que este proceso induce
la liberacion de calreticulina y proteina HMGBH1, las cuales actdan como sefiales de

- peligro, induciendo la presentacién de antigenos y la éptima maduracién de las DCs
—- 7 7 (Aguilera y col., 2011). Los estudios clinicos de fase | y I, demostraron que el 60% de
los.pacientes con meianoma maligno tratados con TAPCells desarrollaron respuestas
inmunolégicas contra el tumor, aumentando su sobrevida desde 11 meses (pacientes

no respondedores) a 33 meses en promedio (Aguilera y col., 2011).

A pesar de los auspiciosos resultados obtenidos, las respuestas clinicas
inducidas en los pacientes son atn insuficientes. Una proporcién importante de
-pacientes no responden o bien sus respuestas inmunoldgicas y clinicas son demasiado

- débiles o poco duraderas. Dentro de las limitaciones biolégicas y tecnolégicas para el

uso de este tipo de terapias encontramos la diversidad y complejidad de los subtipos
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de DCs (Merad y col,, 2013), los cuales varian en su capacidad de procesar y
presentar antigenos, y de activar a los LT la conversion de las DCs inyectadas hacia
células tolerogénicas; vy la alta complejidad y laboriosidad de los protocolos de
generacion de DCs ex vivo y el alto costo asociado a ellos. Por estas razones es
necesario re-disefiar tecnologias para la administracion eficiente de antigenos
tumorales que conduzcan a la generacién ‘de una respuesta inmune anti-tumorai
efectiva,

La mayoria de las vacunas celulares desarrolladas actualmente para
inmunoterapias se basan en la utilizacion de .DCs cargadas con distintas fuentes de
antigenos tumorales (Timmerman & Levy, 1899; Banchereau & Palucka, 2005; Salcedo
y col., 2008). Entre otros tipos de vacunas que han sido utilizadas en el 'pa‘sado estan
el uso de células tumorales autdlogas frradiadas en combinacién con un adyuvante,
vacunas de proteinas o péptidos recombinantes basados en antigenos asociados a
tumores (TAAs) y vacunas de DNA o RNA {(Guo y col., 2013). A pesar de esto, existen
estudios limitados acerca de Ila utilizacién de lisados tumorales inyectados.

directamente en los pacientes. Entre los afios 1987 y 2000, se realizaron varios

estudios clinicos con el fin de probar la efectividad de una vacuna basada en la-.-

utilizacion de un lisado de dos lineas celulares con un adyuvante contra melanoma
(Sondak & Sosman, 2003). Los resultados mostraron que la terapia no era ‘mas
efectiva que los tratamientos tradicionales probablemente por la falta de factores que
-promuevan la maduracién de las células presentadoras de antigenos, sin embargo, los
efectos adversos eran mucho menores y se potenciaba el efecto de otros compuestos
utilizados para combatir el cancer, como el interferon (Sondak & Sosman, 2003).
Investigaciones recientes han mostrado la importancia en [a respuesta antitumoral de

un proceso llamado “apoptosis inmunogénica” (AD), la cual se caracteriza  por- [a
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liberacion de sefiales de peligro (por ejemplo,. DAMPSs) por parte de las células, lo que
conlleva a una potente y duradera respuesta contra el cancer. Un ejemplo de Al es la
llamada necroptosis, o “necrosis programada”, la cual al ser inducida en células
tumorales las vuelve inmunogénicas, tanto in vitro como in vivo, y que al ser utilizadas
como vacuna son capaces de generar una potente respuesta antitumoral (Aaes y col.,
20186).

En base a la experiencia obtenida en los estudios realizados con TAPCells,
hemos re-disefiado una alternativa para el tratamiento del melanoma. Esta estrategia
conéiste en la creacion de una vacuna compuesta por lisados tumorales condicionados
con calor (TRIMELvax), capaz de activar y generar una respuesta inmune tumor
especffica, y que pueda ser administrada de manera directa en los pacientes. Para la
generacién de una inmunoterapia exitosa contra cualquier tipo de cancer, se debe
superar la tolerancia del sistema inmune a antigenos tumorales. Para ello, se ha
recurrido al uso de adyuvantes, de los cuales se pueden mencionar las hemocianinas.
Las hemocianinas son moléculas de alto peso molecular constituidas de varias
subunidades, y que tienen como funcién principal el transporte de oxigeno en Ia
hemolinfa de algunos moluscos. Se ha descubierto que estas moléculas poseen
potentes propiedades inmunoestimulantes en mamiferos, siendo capaces de fortalecer
tanto la respuesta inmune innata como adaptable. Las hemocianinas se han utilizado
principalmente en la produccién de anticuerpos (Becker y col., 2014). Clinicamente, la
hemacianina mas usada es la denominada KLH, proveniente de la lapa californiana
(Megathura crenulata), sin embargo, su baja solubilidad y tendencia a generar
agregados dificultan su utilizacién como vehiculo para antigenos tumorales, haciendo
deseable la busqueda de nuevas alternativas (Gathuru y col, 2005). Mas

recientemente, se ha descubierto que la CCH, hemocianina proveniente del loco
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(Concholepas concholepas), posee propiedades inmunoestimulantes similares a Ia
KLH in vivo, potenciando respuestas antitumorales en un modelo murino de cancer de
vejiga (Moltedo y col., 2008), ademas de ser una molécula con una alta solubilidad ¥
estabilidad, ideal para su transporte y almacenaje (ldakieva y col,, 2008). La CCH ha
sido utilizada previamente como adyuvante en estudios clinicos del laboratorio, en
vacunas de DCs para el tratamiento de cancer de prostata. En este estudio se observg
que la combinacién de DCs tratadas ex vive con CCH fue capaz de inducir respuestas
inmunes de memoria en los pacientes tratados con la vacuna, lo que fue comprobado
mediante ensayos de hipersensibilidad retardada (DTH) (Reyes y ..col., 2013},
mostrando el potencial de la CCH para ser utilizado como-un adyuvante alternativo a la
KLH en vacunas para pacientes con variados tipos de cancer.

Como se ha mencionado anteriormente, los lisados tumorales alogénicos
condicionados con calor (TRIMEL) establecidos en nuestro [aboratorio son una
importante fuente de antigenos y sefiales de peligro, lo que los convierte en un valioso
recurso para la generacién de nuevos tratamientos inmunoterapéuticos. La generacién

de una vacuna de lisados tumorales alogénicos condicionados conlleva mukiples

ventajas: estandarizacion de su preparacion, produccién a gran escala, el uso de un-

lote Unico de vacunas para todos los pacientes, independiente de su haplotipo, y se
elimina la variabilidad en la calidad y composicién de las vacunas facilitando los
analisis clinicos. Finalmente, la creacion de una vacuna efectiva en el tratamiento de
melanoma, que ademas sea sencilla de producir y almacenar, podria dar‘la base para

expandir esta clase de vacuna a otros tipos de cancer,
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Hipdétesis
La nueva vacuna contra melanoma TRIMELvax®, en combinacion con lisados
tumorales murinos condicionados, induce respuestas inmunes celulares y humorales

capaces de inhibir especificamente el crecimiento tumoral en un modelo murino.

Objetivos
Objetivo General
=z Evaluar la capacidad profilactica y terapeutica de la vacuna TRIMELvax® para
- generar una respuesta inmune celular y humoral contra antigenos asociados a
melanoma e inhibir el crecimiento tumoral in vive, con el fin de estudiar su potencial

utilizacion en futuros estudios clinicos.

Objetivos especificos

1. Evaluar la progresion del crecimiento tumoral del melanoma B16-F10 mediado
por TRIMELvax® en ratones inmunocompetentes C57BL/6 en uh modelo
profilactico y terapéutico.

2. Determinar la respuesta inmune antitumoral generada por TRIMELvax®
mediante la medicion de la activacién, proliferacién y secrecion de citoquinas de
finfocitos T en ratones C57BL/6 inmunizados y controles, a través de citometria
de flujo.

3. Evaluar la induccién de respuestas inmunes humorales generadas por
TRIMELvax®, mediante mediciones de anticuerpos en e! suero de animales

inmunizados y controles.




MATERIALES Y METODOS

Ratones.

Para todos los experimentos realizados en este estudio, se utilizaron ratones de

la especie Mus musculus cepa C57BL/6 adquiridos al Laboratorio Jackson {Bar-

Harbor, ME, USA) y actualmente presentes en el Bioterio Central del Instituto de
Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina Norte, Universidad de Chile. Todos
los ratones utilizados fueron hembras de 8-12 semanas de edad, y fueron mantenidos
en un ambiente libre de patégenos en el Bioterio de Alta Seguridad, ICBM, Facultad de
Medicina Norte, Universidad de Chile. Los animales inoculados con células tumorales
fueron sacrificados luego de 18-19 dias de realizado este procedimiento o cuando el
tumor-alcanzd un didmetro no superior a 1,5 cm. Todos los procedimientos realizados
en los animales fueron aprobados por el Comité de Bioética sobre Investigacion en

Animales de la Facuitad de Medicina, Universidad de Chile.

Generacion de lisados tumorales condicionados y de la vacuna TRIMELvax®,

Para la generacién de TRIMELvax®, células del melanoma murino B16-F10‘
fueron crecidas en botellas de cultivo celular en medio RPMI 1640 (Corning Inc.)
suplementado con 10% viv de Suero Fetal Bovino (SFB; Coming Inc.) y 1% viv de
Penicilina/Estreptomicina (Corning Inc.) hasta confluencia. Luego, las células fueron
recuperadas mediante PBS 1X 2mM EDTA, contadas y cultivadas en medio comercial
AIM-V (Gibco®, Life Technologies). Las células B16-F10 fueron sometidas a estrés
térmico, incubandolas a 42°C por una hora y luego a 37°C por 2 horas. Posteriormente,

las células fueron lisadas con tres ciclos de congelacion y descongelacion en nitrégeno
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liguido, y la concentracion de proteinas fue determinada mediante el método de
Bradford. Los lisados fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacién. Para la
generaciéon de esta nueva vacuna, se gener0 una mezcla de lisado B16-F10 mas
TRIMEL, lisado de melanoma humano, més un adyuvante inmunocianina (Biosonda).
La composicién exacta de TRIMELvax® se mantiene en reserva por razones de

proteccion intelectual, y se prepara en un volumen de 160 ul/dosis.

Evaluacion del crecimiento tumoral en ratones inmunizados con TRIMELvax®.de
lisados condicionados. -
Para evaluar el efecto de TRIMELvax® en un protocolo profilactico, ratones
hembras C57BL/6 fueron inyectados de manera subcutanea, y en el flanco izquierdo
del lomo, con tres dosis de TRIMELvax® a los dias 19, 9y 2 previos a ia inyeccién de
las células tumorales B16-F10. Como controles experimentales, ratones hembras
fueron inyectados con tres dosis de PBS 1X, sdlo adyuvante, y sélo lisados tumorales
condicionados con calor (sin adyuvante). Posteriormente, 1,5*10° células de melanoma
murino B16-F10 (el cual posee muchos de los antigenos descritos en melanoma
humano, como gp100, MART-1 y TRP1 (Overwiik & Restifo, 2001)) fueron inyectadas
de manera subcutdnea en el flanco derecho del lomo de ratones previamente
vacunados. Fueron utilizados cinco ratones por condicion en cada experimento.

Para determinar el efecto de TRIMELvax® en un protocolo de inmunizacién
terapéutico, ratones hembras C57BL/6 fueron inyectadas de manera subcutanea en el
flanco derecho del lomo con 2,5*10* células del melanoma murino B16-F10.
Posteriormente, a los dias 1, 6 y 12, los ratones fueron inyectados con tres dosis de
TRIMELvax® de manera subcutanea en el flanco contrario al lugar de inoculacién de

las células B16-F10. Como controles se utilizé PBS 1X (control positivo de. crecimiento)




Yy los componentes de la vacuna por separado. Fueron utilizados cinco ratones por
condicion en cada experimento.

En ambos protocolos de vacunacion, los tumores se hacen palpables
aproximadamente al dia 7 y desde ese momento se realizaron mediciones cada 2 o 3
dias mediante un caliper digital. El crecimiento tumoral fue analizado hasta el dia 18
(modelo profilactico) o 19 (modelo terapéutico) post-inyeccién de las células B16-F10.
El volumen tumorai fue calculado con la férmula que se muestra a continuacion:

Largo + Ancho?

! =
Volumen >

Obtencién de leucocitos desde tumor y bazo.

Al termino de los experimentos, los ratones fueron sacrificados y se les extrajo
el tumor, el cual fue mantenido y disgregado en medic HBSS 1X (Gibeo®, Life
Technologies) con 5% SFB (Corning Inc.). La suspension celular fue traspasada a un
tubo de centrifugacion de 15 miy llevado a 4,5 ml con medio HBSS 1X + 5% SFB, para
posteriormente agregar 500 ul de Colagenasa D (10 mg/ml, Roche) y 25 ul de DNAsa
(10 mg/ml, Roche). El tumor fue incubado bajo estas condiciones por 30 minutos a
37°C.

Luego de la digestion, las células fueron pasadas por un cell strainer de 70 um,
recibidas en un tubo de 50 ml, y lavadas con medio HBSS 1X + 5% SFB hasta obtener
10 ml totales. Las células fueron centrifugadas a 500g por 5 minutos y luego incubadas
po;5 minutos a 4°C en buffer de lisis RBC 1X (Biolegend). Luego, fueron llevadas a 10
ml.con HBSS 1X + 5% SFB, centrifugadas a 500g por 5 minutos y resuspendidas en 3
ml de Percoll 40% (GE Healthcare). Las células fueron tras;)asadas a un tubo de 15 ml

y utilizando una pipeta pasteur de vidrio fue adicionado el mismo volumen de Percoll
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70% (aproximadamente 3 ml) debajo de las céluias, lentamente y cuidando de no
mezciar ambas fases. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 750g por 20
minutos a temperatura ambiente con aceleracion y desaceleracion baja (0 y 1,
respectivamente). Luego de la generacion del gradiente de densidad, los leucocitos
fueron recuperados desde la fase intermedia mediante una micropipeta, traspasados a
un tubo de 15 ml nuevo y lavadas con medio HBSS 1X + 5% SFB para su posterior
utilizacion.

Para -obtener las células del bazo, se realizé el mismo procedimiento, con la

excepcion de que no se realizé el gradiente de densidad por Percoll.

Citometria de flujo.

Las poblaciones celulares presentes en tumor y bazo fueron analizadas
mediante citometria de flujo. Para los marcajes extracelulares, las células obtenidas
fueron resuspendidas en PBS 1X (Gibco®, Life Technologies) para el uso del kit de
marcaje de células muertas LIVE/DEAD® Fixable Blue (Thermo Fisher), con el cual se -
incubaronpor 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se procedié a lavar
las céluias con 500 ul de PBS 1X, centrifugarlas a 2600. rpm por 6 minutos, y
resuspenderlas en una solucién de PBS 1X + 2% SFB y FcBlock® de raton (Biolegend)
por 15 minutos a 4°C y oscuridad. Posteriormente, las células fueron lavadas,
centrifugadas a 2600 rpm por 6 minutos ¥ resuspendidas en 50 ul de PBS 1X + 2%
SFB, para ser incubadas por 20 minutos a 4°C (en oscuridad), con los siguientes
-anticuerpos monoclonales: a-mCD3 (FITC) (Miltenyi), a-mCD4 (APC-Cy7) (Biolegend),
.a-mCD8 (V500) (Biolegend), a-mCD11¢ (APC) (eBiosciences), a-mCD25 (APC)
(Biolegend), a-mCD44 (PE-Cy7) (Biolegend), a-mCD45RA (PerCP) (BD Biosciences),

"'a-mCD62L (PE) (eBiasciences), a-mCD69 (APC) (Biolegend), a-mNK1.1 (PE-CY7)
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(eBiosciences) y a-ml-Alb] (FITC) (BD Pharmingen™). Luego, las células fueron
lavadas con 700 pi de PBS 1x + 2% SFB, centrifugadas y resuspendidas en 300 pl de
buffer FACS (BD Biosciences) para finalmente ser analizadas en un citémetro de flujo
FACSVerse (BD Biosciences).

Para analizar la presencia de LT reguladores y la expresién de granzima B, se
realizé un marcaje extra e intracelular. El marcaje extracelular se realizé como se
describié anteriormente (incluyendo el marcaje con LIVE/DEAD® y el paso con Fc
Block®), utilizando los siguientes anticuerpos: a-mCD3 (FITC) (Miltenyi), a-mCD4
(APC-Cy7) (Biolegend), a-mCD8 (V500) (Biolegend), a-mCD25 (APC) (Biolegend), a-
~-mCTLA-4 (PerCP) (Biolegend) vy a-mLag3 (PE-Cy7) (eBiosciences). Posteriormente,
las células fueron resuspendidas en 300 ul de buffer Fix/Perm 1X (eBiosciences) e
incubadas por 30 minutos a 4°C. Luego, se agregaron 700 ul de buffer de lavado
(eBiosciences) a cada tubo con células, y se centrifugaron é 3200 rpm por 8 minutos.
Los leucocitos fueron resuspendidos en buffer de lavado e incubados por 30 minutos a
4°C ‘(en oscuridad), con los siguientes anticuerpos monoclonales: a-mFoxP3 (PE)
(eBiosciences), a-mKi67 (PerCP) (eBiosciences) y a-mGranzimaB (APC} (Biolegend).
Finalmente, las células fueron lavadas con 700 ul de buffer de lavado, centrifugadas a
"3200 rpm por 8 minutos, y luego resuspendidas en 300 ul de PBS 1X + 2% SFB para
ser analizadas en el citémetro de fiujo FACSVerse (BD Biosciences).

Por tltimo, se realizé un marcaje para el anslisis de la expresion de citoquinas
por'parte de los linfocitos T tanto en tumor como en bazo. Para ello, fue realizada una
activacién previa de las células. Estas fueron resuspendidas a una concentracién de
1x10° células por ml en medio RPMI suplementado. Se agregaron a las células; PMA
(15 ng/ml; Sigma-Aldrich), lonomicina (1 ug/ml; Sigma-Aldrich) y Brefeldina A (1X;

eBioscienses), y se incubaron a 37°C y 5% CO, durante 4 horas. Posterior a ese
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tiempo, las células fueron recuperadas y utilizadas en marcaje extracelular con los
siguientes -anticuerpos: a-mCD3 (FITC) (Miltenyi), a-mCD4 (APC-Cy7) (Biolegend), a-
mCD8 (V500) (Biolegend) y a-mCD25 (APC) (Biolegend); y en marcaje intracelular con
los ‘anticuerpos mostrados a continuacion: a-mlL-17 (V450) (eBioscienses) y a-mIFN-g
(PE) (eBioscienses). Ambos procedimientos se realizaron seglin lo descrito
anteriormente. Finalmente, las células fueron analizadas mediante citometria de flujo

en un citdometro de flujo FACSVerse (BD Biosciences). .

Medicién de anticuerpos en suero de ratones inmunizados con la vacuna
TRIMELvax®.

Para analizar ia presencia de anticuerpos inc{ucidos por la vacuna, se recolectd
la sangre al dia 19 de crecimiento tumoral, la cual se dejé coagular a 4°C durante toda
la noche, y se centrifugé a 800g por 10 minutos. El suero obtenido fue guardado a -
20°C hasta su utilizacién.

Para la deteccion de anticuerpos, se utilizaron 1*10° células blanco, ya sea B16-

F10, linfocitos de sangre periférica (PBL) humanos, o una mezcla de las lineas de

melanoma humano utilizadas en [a generacion de la vacuna. Los sueros fueron®

agregados sobre ias células blanco a una razon de 1:20 (2,5 ul), y se incubarcn a
temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, se agregaron a los tubos 700 yl
de PBS 1X + 2% SFB y se centrifugaron a 2600 rpm por 6 minutos. Se eliming el
sobrenadante y las células fueron resuspendidas en una solucién de 50 ul de PBS 1X
+ 2% SFB con un anticuerpe a-migG (Alexa Fluor 488) (Invitrogen), y se incubaron
durante "30 minutos a 4°C, en oscuridad. Finalmente, las células fueron lavadas con
700 ul de PBS 1X + 2% SFB, centrifugadas a 2600 rpm por 6 minutos y resuspendidas

en 300 ul de PBS + 2% SFB para su analisis por citometria de flujo.
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Andlisis estadistico.

Para los andlisis estadisticos se utilizé el programa computacional GraphPad
Prism® (GraphPad Software Inc.). Para todos los experimentos y analisis realizados se
utilizé [a’prueba ANOVA de una via con una prueba posterior de Tukey para comparar
los distintos pares de condiciones. En todos los casos se fijo el nivel de significancia

minimo en P menor a 0,05.




RESULTADOS

(1) La“vacuna de lisados tumorales condicionados TRIMELvax® disminuye el
crecimiento tumoral de! melanoma murino B16-F10 en un modelo profilactico.
Como primera aproximacion, estudiamos el efecto antitumoral de la vacuna
TRIMELvax® en el modelo de melanoma ‘murino B16-F10 profiléctico, es decir, las
inmunizaciones anteriores al desafio con células tumorales. Grupos de cinco ratones
recibieron tres dosis de la vacuna segln se muestra en la figura 2. Dos dias
posteriores a la titima dosis, los animales fueron desafiados con 1,5x10° células B16-

F10 vivas por via s.c.

Dia -19 Dia -8 Dia -2 Dia 0
—_ 1 | 4 1
i i L] * >
Primera Segunda Tercera Inyeccidns.c, de
vacunacién vacunacion vacunacidn  1,5%10%cshlas
B16-F10

Figura 2. Protocolo de tratamiento profilactico. Esquema que muestra el protocolo
de inmunizaciones utilizado para evaluar el efecto antitumoral de la vacuna
TRIMELvax®. Ratones hembras C57BL/6 fueron inyectados de manera subcutanea
(s.c.), en el flanco izquierdo del lomo, con tres dosis de PBS, adyuvante, lisados
tumorales o la vacuna a los dias 19, 9 y 2 previos al desafio con las células tumorales,
Posteriormente, 1,5x10° células de melanoma murino B16-F10 fueron inyectadas de
manera subcutanea en el flanco derecho del lomo.
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Los datos presentados en la figura 3 indican que los tumores crecen en todos
los grupos de animales experimentales con la misma temporalidad, y que la
vacunacion soélo con lisado o con adyuvante fallan en generar proteccién contra el
tumor, al compararlos con el control con PBS. Sin embargo, la combinacién de ambos
componentes induce una significativa disminucion del crecimiento tumoral en ratones
con melanoma, el cual es especialmente notorio al dia 18 post-inyeccion de las células
B16-F10. El efecto producido por la vacuna en el crecimiento tumoral fue significativo a
partir del dia 14 post-inoculacion de las células tumorales.

Estos resultados demuestran que la vacuna de lisados tumorales condicionados

genera una efectiva respuesta antitumoral en un modelo de vacunacion profilactico.
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Figura 3. Eficacia profilactica de TRIMELvax® en el modelo de melanoma murino
B16-F10. Ratones C57BL/6 fueron inyectados de manera subcutanea (s.c.) en el lomo,
con tres dosis de PBS, adyuvante, lisados tumorales o la vacuna TRIMELvax® a los
dias 19, 9y 2 previos a la inyeccion de las células tumorales. Posteriormente, 1,5x10°
células de melanoma murino B16-F10 fueron inyectadas de manera subcutanea en el
flanco derecho del lomo. El grafico muestra los resultados de un experimento
representativo, y se utilizaron cinco ratones por condicién en cada experimento. Los
graficos muestran la media + S.D. (desviacion estandar), y las diferencias entre la
vacuna y la condicién con PBS. **= P < 0,01.
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(2) La vacuna TRIMELvax® disminuye el crecimiento tumoral en un modelo
terapéutico de melanoma murino B16-F10.

Hemos demostrado que a terapia TRIMELvax® induce una disminucién dei
crecimiento tumoral, estadisticamente significative en un modelo profilactico. Nuestra
hipdtesis busca demostrar que resultados similares pueden ser obtenidos desde un
modelo de tratamiento terapéutico en el mismo modelo' de melanoma. El protocolo de

vacunacion utilizado se muestra en la figura 4.

Dia 0 Dia 1 Dia 6 Dia 12
F : ] | —>
Inyeccidéns.c.de  Primera Segunda Tercera
2,510 células vacunacion vacunacion  vacunacion
Bi&-F10

Figura 4. Protocolo de tratamiento terapéutico. Esquema que muestra el protocolo
de inmunizaciones utilizado para evaluar el efecto antitumoral de la vacuna
TRIMELvax®. Ratones hembras C57BL/6 fueron inyectados de forma s.c. con 2,5%10*
células B16-F10, y a los dias 1, 6 y 12 posteriores se les administro PBS, adyuvante,
lisados tumorales o la vacuna de forma s.c. en el flanco opuesto del lomo a la inyeccion
de las células tumorales.

Como se observa en las figuras 5A y 6, correspondientes a dos experimentos
independientes, los tumores crecen en todos los grupos de animales con la misma
temporalidad, y nuevamente observamos que la vacunacién sélo con lisado o con
adyuvante fallan en generar proteccion contra el tumor, al compararlos con el control
con PBS. Sin embargo, la combinacion de ambos componentes induce una
significativa proteccién en ratones con melanoma, el cual es notorio al dia 19 post-

inyeccion de las células B16-F10. En el primer experimento realizado, la media de
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‘volumen tumoral al dia 19 para los ratones inyectados con la vacuna fue de 179,9 +-

91,1 mm®, mientras que los controles, la media fue de 3688 + 175,9 mm® (PBS), 341,8

+.99,86 mm® (Adyuvante) y 401,4 + 1696 mm® (Lisados). A pesar de la tendencia

observada, no obtuvimos diferencias significativas con la cantidad de ratones utilizados
por condicién (n = 4-5) en este experimento. En el segundo experimento, la media de
volumen tumoral al dia 19 para los ratones fue: 211,4 + 85,5 mm® (Vacuna), 341,6 +

47,9 mm?® (PB‘S), 397,1 + 70,37 mm® (Adyuvante) y 509,8 + 120,3 mm® (Lisados). En

-este -caso, hubo diferencias significativas en el crecimiento tumoral entre los ratones

tratados con la vacuna y los ratones controles inyectados con adyuvante o con los

lisados*tumorales. No se observaron diferencias significativas al comparar los ratones

- tratados con la vacuna y los inyectados con PBS {control negativo) con el nimero de

animales analizados, aunque se logra ver una clara tendencia {figuras 5A y 6). En

ambos experimentos realizados, observamos un mayor crecimiento tumoral en los

ratones inyectados solo con lisados tumorales en comparacién a las demas
condiciones estudiadas (figura 6).

Tomando en consideracion los datos de volumen tumoral para el dltimo dia de

" crecimiento (dia 19), de ambos experimentos independientes, observamos una.

disminucion significativa del crecimiento tumoral en los ratones tratados con
TRIMELvax® en comparacién a todas las condiciones controles (figura 5B). En ambos
experimentos realizados, no se observaron diferencias significativas en los dias de
medicién previos al dia 19.

Estos datos demuestran fuertemente, que la vacuna basada en lisados

: tumorales condicionados representa una estrategia promisoria y eficaz para el

tratamiento terapéutico del melanoma.
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Figura 5. Eficacia terapéutica de la vacuna TRIMELvax® en el modelo de
melanoma murino B16-F10. Ratones C57BL/6 (n=10 ratones/grupo) fueron
inyectados con 2,5x10* células B16-F10 de forma s.c, y a los dias 1, 6 y 12, fueron
inmunizados con PBS, adyuvante, lisados tumorales, o con TRIMELvax®. (A) Grafico
representativo (de dos experimentos independientes) de la progresién del volumen
tumoral (mm® en el tiempo (dias). (B) Analisis de los datos obtenidos en dos
experimentos independientes para el dia 19 de crecimiento tumoral de los ratones bajo
estudio, dia en el que se observaron las mayores diferencias entre las distintas
condiciones. Los graficos muestran la media + S.D. (desviacion estandar). * = P < 0,05:
** =P <0,001.
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Figura 6. Progresion del crecimiento tumoral en animales con melanoma
inmunizados con TRIMELvax®. Los graficos muestran la progresién del volumen
-~ tumoral (mm®) en el tiempo para dos experimentos independientes. Los ratones fueron
agrupados por condicion experimental.

{3) TRIMELvax® no afecta la infiltracién de poblaciones inmunes al tumor, pero si
la activacion de linfocitos T CD8+ y células NK.

- Para comprender los mecanismos celulares subyacentes al efecto terapéutico.-
observado con TRIMELvax®, analizamos en primera instancia, la abundancia de
diferentes poblaciones celulares presentes en los tumores de los ratones en
tratamiento. En la figura~7, se muestra la estrategia de seleccion de la poblacién
linfoide presente en los tumores y el descarte de las células muertas (mediante un

marcador de viabilidad comercial).
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Figura 7. Estrategia de seleccién de la poblacién linfoide intratumoral a través de
citometria de flujo. Mediante un grafico de tamafo/complejidad (FSC/SSC) se
seleccion6 la poblacion concordante con las células del sistema inmune (grafico de la
izquierda). Posteriormente, se seleccionaron las células vivas presentes en la
poblacion linfoide mediante la utilizacién de un marcador de viabilidad LIVE/DEAD®
comercial (gréfico de la derecha). Las células seleccionadas de esta forma fueron
utilizadas para los analisis posteriores.

Posteriormente, dentro de la poblacién linfoide previamente seleccionada,
determinamos la presencia de LT CD4+ (figura 8A), LT CD8+ (figura 8B), células NK
(figura 8C), células NKT (NKT-like) (figura 8D), y células dendriticas (DCs) (figura 8E),
mediante citometria de flujo. Como se puede observar en Ia figura 8, en ninguno de los

tratamientos realizados obtuvimos diferencias significativas ni tendencias en el

porcentaje de las distintas poblaciones celulares analizadas.
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Figura 8. Infiltracién de linfocitos T, células NK y DCs en tumores de animales
inmunizados. Ratones C57BL/6 fueron inyectados con 2,5x10* células B16-F10 de
forma s.c, y a los dias 1, 6 y 12, fueron inmunizados con PBS, adyuvante, lisados
tumorales, o con TRIMELvax®. Al dia 19, los animales fueron sacrificados y se analizé
mediante citometria de flujo la abundancia de distintas poblaciones inmunes en el sitio
tumoral: (A) LT CD4+, (B) LT CD8+, (C) células NK, (D) células tipo NKT, y (E) células
dendriticas. Los graficos muestran la media = S.D. del porcentaje de células positivas

para los marcadores respectivos, para cada condicién en estudio. Se muestran los’

resultados de entre 3 a 9 ratones por condicion experimental, de dos experimentos
independientes.

Posteriormente, analizamos la presencia en tumor de diferentes subpoblaciones

de linfocitos T CD4+, los cuales podrian explicar el efecto protector de la vacuna en
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animales con melanoma. Para esto, determinamos la abundancia de LT reguladores, y
LT helper de tipo 1 y 17 (Th1 y Th17). Especificamente estudiamos el marcador Foxp3
para LT reguladores, y las citoquinas IFN-y e IL-17 para los linfocitos Th1 y Th17
respectivamente, todos mediante citometria de flujo. Como se puede observar en la
tabla 2, en ninguno de los casos anteriormente mencicnados obtuvimos diferencias
significativas entre los ratones inmunizados con TRIMELvax® y los controles. Se
observa una tendencia al aumenio en la poblacion de linfocitos Th17 en el tratamiento
con la vacuna respecto a las demas condiciones, pero que no es significativa debido a
la variabilidad de los datos obtenidos y a su baja cantidad.

Los LT virgenes expresan moléculas necesarias para la entrada a los
linfonodos tales como CD6&2L y CD45RA. Una vez deniro, los linfocitos T son capaces
de reconocer antigenos especificos presentados por células dendrificas a través de su
TCR, provocando [a reduccion de la expresidn de las moléculas descritas, v Ia
expresién de otros marcadores tales como CD69 y CD25 {(cadena a del receptor de iL-
2), moléculas importantes para la activacion y proliferacién de estas células. Junto con
analizar la infiltracién de células del sistema inmune al sitio tumoral, y para descartar
que estas se encuentren en un estado de reposo o anergia, estudiamos el estado de
activaciéon de los LT mediante los marcadores CD25, CD62L y CD45RA, a través de
citometria de flujo. Como se puede observar en la figura 9A, el porcentaje de LT
CD4+CD25+ intratumorales enire las distintas condiciones en estudio se mantiene
constante, al igual que el porcentaje de LT CD4+ virgenes (CD62L+ CD45RA+). Por el
contraric, se observa un incremento significativo en el porcentaje de células CD8+
CD25+ en tumores de ratones inyectados con lisados tumorales y una tendencia al
aumento en los ratones con adyuvante e inmunizados ¢on la vacuna, en comparacién

al -control con PBS (figura 9B). En adicidon, observamos una disminucion en el
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porcentaje de LT CD8+ virgenes en ratones inmunizados con la vacuna al compararlos

con el control con PBS, aunque esta diferencia no llega a ser significativa.
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Figura 9. Ratones con melanoma B16-F10 inmunizados con lisados tumorales
poseen un mayor porcentaje de LT CD8+ activados en el sitio tumoral. Ratones
C57BL/6 fueron inyectados con 2,5x10° células B16-F10 de forma s.c, y a los dias 1, 6
y 12, fueron inmunizados con PBS, adyuvante, lisados tumorales, o con la vacuna. Al
dia 19, los animales fueron sacrificados y se analizé mediante citometria de flujo la
activacion de LT CD4+ (A) y CD8+ (B) en el sitio tumoral. Los graficos muestran [a
media = S.D. del porcentaje de células positivas para los marcadores respectivos, para
cada condicidén en estudio. Se muestran los resultados de enire 5 a 9 ratones por
condicién experimental, para dos experimentos independientes. * = P < 0,05.

Debido a que los LT CD8 son importantes en [a respuesta inmune antitumoral,

analizamos la funcién de estas células mediante la expresidén de granzima B, proteinas
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que son liberadas a la superficie de la célula diana desde los granulos citotdxicos, y
que gatillan la muerte celular. Como se puede observar en [a tabla 2, animales con
.melanoma inmunizados con lisados tumorales y con la vacuna poseen un incremento
en la abundancia de la poblaciéon de linfocitos T CD8+ GranzimaB+ (aunque no
significativo con el numero de datos analizados) comparado con las condiciones con

PBS o con adyuvante,

- Debido a que las células NK participan en la respuesta inmune antitumoral,
B - determinamos el estado de-activacién de estas células en el tumor de los animales con
melanoma sometidos a los diferentes tratamientos. Para ello, analizamos la expresion
de la molécula CD69, marcador de activacién tipico de estas células. Como se puede
observar en la figura 10, fanio en las células NK (10A) como en las NKT (10B), ratones
con tumor B18-F10 inmunizados con lisados tumorales existe un incremento
significativo en el porcentaje de celulas CDG9+ comparado con animales controles
inmunizados con PBS. Este aumenio también se cbserva en tumores de ratones
inmunizados con la vacuna o con el adyuvante, el cual no logra ser significative con el

numero de datos analizados.
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Figura 10. Ratones con melanoma B16-F10 inmunizados con lisados tumorales
poseen un mayor porcentaje de células NK y NKT-like activadas en el sitio
tumoral. Ratones C57BL/6 fueron inyéciados con 2,5x10* células B16-F10 de forma
s.c, y alos dias 1, 6 y 12, fueron inmunizados con PBS, adyuvante, lisados tumorales,

o con la vacuna. Al dia 19, los animales fueron sacrificados y se analizd mediante
citometria de flujo la abundancia de células NK (A) y tipo NKT (B) activadas dentro del
sitio tumoral. Los graficos muestran la media £ S.D. del porcentaje de células CD69+
para cada condicién en estudio. Se muestran los resultados de entre 5 a 9 ratones por’
condicién experimental, para dos experimentos independientes. * = P < 0,05,

Finalmente, estudiamos la proliferacion de los linfocitos infiltrantes de tumor
mediante el marcador Ki67, proteina que se expresa en células que se encuentran en
mitosis activa, pero no en células en reposo. Como se ve en la tabla 2, no se observan
diferencias en la proliferacién de linfocitos infilfrantes de tumor entre las distintas

condiciones analizadas (LT CD4 y LT CD8).




36

Tabla 2. Subpoblaciones y caracteristicas de los LT infiltrantes de tumor de los

ratones bajo estudio. Los porcentajes estan representados como media + SD.

Porcentaje de células presente (%)

Poblacién celular Tipo celular PBS Adyuvante Lisados TRIMELvax
Foxp3+ LT CD4+ 2196+444 | 21,85+477 | 2562+6,35 | 24,80+ 3,19
IFN-y+ LT CD4+ 416+ 194 411+0,79 477173 527 £4,23
IL-17+ LT CD4+ 3,45+ 1,75 0,69 + 0,08 344+270 6,94 + 6,84

GranzimaB+ LT CD8+ 12,95+ 7,71 10,91 +422 | 37,63 +27,13 | 36,13 + 19,73
Ki67+ LT CD4+ 6160+£12,90 | 57,70+ 12,94 | 63,80+8,18 | 58,75+ 13,43
LT CD8+ 2418+ 16,93 | 1847 +4,90 | 22,10+ 10,16 | 20,73 + 596

(4) Ratones con melanoma B16-F10 inmunizados con TRIMELvax® aumentan el
numero y la activacion de LT en bazo.

Motivados por entender la disminucion del crecimiento tumoral en animales
inmunizados con TRIMELvax®, quisimos determinar lo gue ocurre en bazo de los
ratones con diferentes tratamientos, para tener una imagen general de lo que ocurre en
la circulacion. En la figura 11, se muestra la estrategia de seleccion de la poblacion
linfoide presente en el bazo y el descarte de las células muertas (mediante un

marcador de viabilidad comercial).

0K 3 250K
200K 200K
< o ] ",
2 Q
0 7]
w) N [V

100K -1

50K -

P 91.8%

1} 50K 100K 150K 200K 250K

FSC-A
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Figura 11. Estrategia de seleccion de la poblacion linfoide en bazo. Mediante un
grafico de tamafo/complejidad (FSC/SSC) se seleccioné la poblaciéon concordante con
las células del sistema inmune (grafico de la izquierda). Posteriormente, se
seleccionaron las células vivas presentes mediante la utilizacion de un marcador de
viabilidad LIVE/DEAD® comercial (grafico de la derecha). Las células seleccionadas de
esta forma fueron utilizadas para los analisis posteriores.
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Posteriormente, dentro de la poblacién linfoide previamente seleccionada,
analizamos la abundancia de LT tanto €D4+ (figura 12A) como CD8+ (figura 12B),
células NK (figura 12C) y tipo NKT (NKT-like) (figura 12D), y DCs (figura 12E}),
mediante citometria de flujo. En la figura 12, observamos un incremento significativo en
el ndmero de LT CD4+ presenies en bazo de ratones inyectados con la vacuna al
compararios con los controles (figura 12A). En el caso de los LT CD8+ y de las celulas
tipo NKT obtuvimos resultades similares, con un aumento de su numero en los ratones
tratados con la vacuna, el cual es significativo al comparario con los controles con
adyuvante y con lisados tumorales, pero no con PBS, para la cantida?:l de datos

analizados.




38

—_t
— B ——
80000004 * : 5000000+ —_—
+ +
2 & v
r .
3 soo000s g 4otoaoa
& M &
2 . . 2 3000000 . -
¢ 40000004 —%—- iTa o L1
Pt @ [}
= 2000000
B 2000000+ N 8 1000000 u
! o
= =z
0 r r r T 0 T T T
< & - =3 o -] 2
Q° é\\a ,bb° & qﬁ 5‘9& ‘Pbo ono(\
R & F
C * D " —
6000000~
+ 2500000 —_——
- +
T - M Z
T 2000000+ v
Z sooo000] @ . S
2 L] X 1so0000q
o v [a]
o . = % 10000004
£ 2060000 = ¥
g a F 5000004 - .
] =
0 x r . : o i
& & o 2 & & & &
& S S N G
& 8 <« ) v
&

200000.0+ *

N° células CD11c+
MHC-1l High
8
(=]
g
b
.
h.l-l n

0.0 T

Figura 12. Ratones con melanoma B16-F10 inmunizados con TRIMELvax® poseen
un mayor nimero de linfocitos T en bazo. Ratones C57BL/6 fueron inyectados con
2,5x10* células B16-F10 de forma s.c, y a los dias 1, 6 y 12, fueron inmunizados con
PBS, adyuvante, lisados tumorales, o con la vacuna. Al dia 19, los animales fueron
sacrificados vy se analizd mediante citometria de flujo la abundancia de distintas
poblaciones celulares en el bazo de los ratones bajo estudio: (A) LT CD4+, (B) LT
CD8+, (C) células NK, (D) células tipo NKT, y {E) células dendriticas. Los graficos
muestran la media £ S.D. del nimero absoluto de células positivas para los
marcadores respectivos, para cada condicién en estudio. Se muestran los resultados
de entre 6 a 8 ratones por condicién experimental. * = P < 0,05.
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Adicionalmente, analizamos la presencia en el bazo de diferentes
subpoblaciones de LT CD4+, como LT reguladores (Foxp3), linfocitos Th1 (IFN-y), y
linfocitos Th17 (IL-17). Este analisis se realizé dentro de la poblacién de LT CD4+,
mediante la técnica de citometria de flujo. Como se puede observar en la tabla 3, en
ningune de los tratamientos se observaron diferencias significativas.

Debido a que observamos que los LT CD8+ infiltrantes de tumor se
encontraban en un mayor estado de activacion en los ratones inmunizados con la
vacuna en comparacioén a los controles, quisimos analizar la presencia de LT activados
en bazo, para asi tener una idea-de lo que estaria ocurriendo a nivel sistémico. Para
esto, estudiamos mediante citometria de flujo el estado de activacién de los LT
presentes en el bazo mediante los marcadores CD25, CD62L y CD45RA. Como se
puede observar en los resultados mostrados en la figura 13, no encontramos
diferencias en el nimero de células activadas de LT CD4+ ni tampoco en LT CD8+,
medido en base alla expresion del marcador CD25+, entre los ratones inmunizados
con la vacuna y los con PBS. A pesar de ello, obtuvimos un aumento significativo de LT
CD4+ virgenes (CD62L+ CD45RA+) presentes en el bazo de los ratones a los que se

les administré la vacuna en comparacion a los controles.
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Figura 13. Niveles de activacién de LT de bazo de ratones con melanoma.B16-F10
inmunizados con TRIMELvax® o los controles. Ratones C57BL/6 fueron inyectados
con 2,5x10% células B16-F10 de forma s.c, y a los dias 1, 6 y 12, fueron inmunizados
con PBS, adyuvante, lisados tumorales, o con la vacuna. Al dia 19, los animales fueron
sacrificados y se analizé mediante citometria de flujo los niveles de activacion de LT
CD4+ (A) y CD8+ (B) en bazo de ratones con melanoma inmunizado con los diferentes
tratamienios. Los graficos muesiran la media * S.D. del ndmero absoluto de células
positivas para los marcadores respectivos, para cada condicién en estudio. Se
muestran los resultados de entre 6 a 8 ratones por condicion experimental. * = P <
0,05.

También estudiamos la proliferacién de los linfocitos T mediante el marcador
intracelular Ki67 en bazo de ratones con melanoma B16-F10 inmunizados con los
diferentes fratamientos. Como se observa en la tabla 3, no observamos diferencias
significativas en la proliferacion celular de LT CD4+ ni tampoco para LT CD8+ entre las

distintas condiciones analizadas.

Con el fin de evaluar la presencia de células NK activadas en lugares alejados
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al tumor o que podrian encontrarse en proceso de migracion hacia el mismo,
analizamos el estado de activacidén de células NK y tipo NKT presentes en bazo,
mediante la medicion de CD69. Como se puede observar en la figura 14, no hay
diferencias en los niveles de activacion de las células NK (14A) y las NKT (14B), entre
los ratones inmunizados con la vacuna y los con PBS, aunque se observa cierta

tendencia al aumento en el caso de los primeros.
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Figura 14. Niveles de activacion de células NK y NKT de bazo de ratones con
melanoma inmunizadas con TRIMELvax® o los controles. Ratones C57BL/6 fueron
inyectados con 2,5x10* células B16-F10 de forma s.c, y a los dias 1, 6 y 12, fueron
inmunizados con PBS, adyuvante, lisados tumorales, o con la vacuna. Al dia 19, los
animales fueron sacrificados y se analizé mediante citometria de flujo los niveles de
activacion, medido-por CDE9, en las células NK (A} y tipo NKT (B). Los graficos
muestran [a media + S.D. del ndmero absoluto de células CD69+ para cada condicion
en estudio. Se muestran los resultados de entre 6 y 8 ratones por condicién
experimental.

Tabla 3. Subpoblaciones y caracteristicas de los LT presentes en bazo de los

ratones bajo estudio. Los nlimeros absolutos estan representados como media + SD.

B Nimero absoluto de células
Pohlacion Tipo Celular PBS Adyuvante Lisados Vacuna
Foxp3+ LT CD4+ 1,2*10°45,1*10° | 8,2*10°3,9*10° [ 7,3*10"+2,0"10° | 8,4*10° £ 3,010
IFN-y+ LT CD4+ 4,0710°:2,3*10° | 2,3*10°:9,6710° | 1,9*10°:9,5*10° | 2,6*10°£0,7*10°
IL-17+ LT CD4+ 1,2*10°21,0110° | 6.0"10%2,1*10° | 9,1*10°8,3*10° | 1,5*10%+1,1"10°
KIB7+ LT CD4+ 1,3*1 0}4.7*10: 7,6*10::1,0*102 3,5*10:1»1,3'10: 1,4*10°+1,6*10°
LT CD8+ 3,6*10°:1,1*10° | 2.3*10°5,4*10* | 2,6*10°6,1710 3,7"10°+1,2"10°
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Finalmente, en la tabla 4, se muestran las poblaciones celulares analizadas en

bazo en forma de porcentaje, con el fin de complementar_la informacién dada por los

ndmeros absoiutos de células mostrados anteriormente;

Tabla 4. Subpoblaciones y caracteristicas de los LT presentes en bazo de los

ratones bajo estudio, expresadc en forma de porcentaje. Los porcentajes estan

representados como media + SD.

Porcentaje celular (%)

Paobiacién Tipo Celular PBS . Adyuvante Lisados Vacuna

CD3+CD4+ LT CD4+ 10,00+2,35 10,0121,77 10,80+1,95 13,41+1,74
CD3+CDg+ LT CD8+ 6,74x1,73 6,2921,74 6,87+1,15 8,82+1,59
CD3-NK1.1+ NK 9,55+1,22 8,30+2,27 9,57x1,24 10,03+1,05
CD3+NK1.1+ Tipo NKT 2,90+0,61 2,92+0,74 3,04x0,75 3,76x0,68
CD11c+MHC-I High DCs 1,14+0,42 1,03+0,22 1,01+0,38 1,30£0,34
CD25+ LT CD4+ 24,01%14,10 16,40+4,59 15,08+3,69 20,50£3,60

LT CD8+ 47,46+23,55 18,64+21,97 35,07+17,46 54,86+23,84
LT CD4+ 3,3321,49 3,9941,17 3,85+1,56 3,78+1,34

CDEL+CDASRA* | \ropge | agioeei2se | 423201584 | 448921560 | 325742229
CDB9+ NK 15,41%3,38 12,63+4,44 14,74+3,32 16,97+3,85

Tipo NKT 35,71+15,50 25,3316,80 31,51£12,01 38,80+15,15
Foxp3+ LT CD4+ 1,8510,53 1,73£0,69 1,42+0,26 1,3540,34
IFN-y+ LT CD4+ 9,3546,22 7,52+1,61 6,37£3,33 8,26+2,39
IL-17+ LT CD4+ 3,24+3,26 2,32£1,60 3,30£3,49 4,9913,44

Kig7+ LT CD4+ 19,96+7,27 16,73+2,20 16,78+2,25 23,5315,08.
LT CD8+ 9,62+0,55 -7.88+£2,79 8,06+0,95 10,85£3,72

(5) Animales con melanoma inmunizados con TRIMELvax® o lisados tumorales

inducen una respuesta inmune humoral.

Debido a que existen estudios que sugieren un rol beneficioso de los linfocitos B

en la respuesta inmune antitumoral (DiLilio y col., 2010, Nelson, 2010) y considerando

el aumento inducido por la vacuna de los LT CD4+ presentes en bazo, células clave en

la maduracion de los LB y en procesos como el cambio de isotipo de los anticuerpos,

decidimos evaluar la generacién de una respuesta inmune humoral en los ratones
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inmunizados con la vacuna.

- Para ello, analizamos la presencia de anticuerpos IgG especificos contra
células tumorales presentes en el suero de los ratones utilizados en el estudio. Como
celulas blanco para probar la éspecificidad de los anticuerpos utilizamos: una mezcla
de lineas de melanoma humano (Mix Mel), la linea de melanoma murino B16-F10
{usado como modelo tumoral en el experimento), y linfocitos de sangre periférica (PBL)
humano (para probar respuesta xenogénica). Como control positivo de produccién de
anticuerpos IgG, utilizamos suero de ratones inmunizados intraperitonealmente (i.p)
con lisados tumorales condicionados.

Como se observa en la figura 15, los sueros de los ratones inmunizados con
TRIMELvax® o con lisados tumorales poseen un incremento en la cantidad de
anticuerpos 1gG especificos contra la mezcla de lineas de melanoma utilizada (Mix
Mel), reflejado en un aumento en la intensidad media de fluorescencia (IMF) de la
poblacién celular, en comparacién a [os controles.

Cuando se utilizaron células B16-F10 como blanco para la deteccién de Io_s
anticuerpos, se observé que los sueros de los ratones inmunizados con lisados
tumorales o con TRIMELvax® poseen anticuerpos contra esta linea, informacion
obtenida desde el aumento en la IMF de los histogramas en la figura 15. Este aumento
en la IMF resultd ser méas discreto que el observado contra las células de melanoma
humano.

Adicionalmente, observamos que los sueros de los ratones inmunizados con
lisados tumorales o con TRIMELvax® poseen anticuerpos IgG xenogeénicos contra
celulas humanas, informacion obtenida at utilizar PBL humano como células blanco de

. los anticuerpos. Esto fue e;videnciado en el traslado del eje positivo para el anticuérpo

a-lgG de toda la poblacion celular de PBL. En contraste, al utilizar los sueros de los
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ratones inyectados con PBS o con adyuvante la poblacién se mantiene negativa para

el anticuerpo en su totalidad.

o ~ Mix Mel B B16-F10 PBL humano
j\ 1,2 k 2,5 /\ 26,1
" \/L—m, ‘], 75,5 | - . nn
I", 34,0 [ 34,2 ‘f'i o

Alexa Fluor 488
Secundario
—— Control +
- PBS
Adyuvante
-~ Lisados
—— Vacuna

Figura 15. Ratones con melanoma B16-F10 inmunizados con lisados tumorales o
con TRIMELvax® inducen una respuesta humoral. Ratones C57BL/6 fueron
inyectados con 2,5x10* células B16-F10 de forma s.c, y a los dias 1, 6 y 12, fueron
inmunizados con PBS, adyuvante, lisados tumorales, o con TRIMELvax®. Al dia 19, los
animales de los diferentes grupos de estudio fueron sacrificados y se les extrajo suero,
donde se analizé mediante citometria de flujo la presencia de anticuerpos especificos
contra células de melanoma o PBL humano (ver Materiales y Metodos). La figura
muestra histogramas representativos de la presencia de anticuerpos IgG capaces de
reconocer los distintos tipos de células blanco utilizadas, bajo cada condicién en
estudio, para dos experimentos independientes. Los numeros al lado derecho de los
histogramas muestran la IMF de la poblacién celular para el anticuerpo secundario a-
IgG.

A continuacién, en la figura 16, podemos observar la agrupacion de los datos

analizados, confirmando la presencia de anticuerpos contra las células de melanoma
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humano y contra células B16-F10 en los sueres de animales inmunizados con lisados
tumorales y TRIMELvax®, comparado con los controles con PBS o con adyuvante.
Finalmente, detectamos que sdlo los ratones con melanoma inmunizados con lisados o
con la vacuna inducen la produccion de anticuerpos xenogénicos (PBL), datos
obtenidos desde el incremento en la IMF (cantidad de anticuerpos).

En conjunto, estos resultados nos indican que lisados tumorales (también
presentes en TRIMELvax®) inducen la produccion de anticuerpos xenogénicos
especificos contra células humanas y, en menor medida, contra células del melanoma

murine B16-F10. -
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Figura 16, Ratones con melanoma inyectados con TRIMELvax® o con lisados
tumorales poseen anticuerpos contra células de melanoma humanas y células
B16-F10. Ratones C57BL/6 fueron inyectados con 2,5x10° células B16-F10 de forma
s.c, y alos dias 1, 6 y 12, fueron inmunizados con PBS, adyuvante, lisados tumorales,
o con la vacuna. Al dia 19, los animales de los diferentes grupos de estudio fueron
sacrificados y se les extrajo suero, donde se analiz6 mediante citometria de fiujo la
presencia de anticuerpos especificos contra células de melanoma o PBL humano. La
-figura muestra graficos de caja, representativos de dos experimentos independientes,
de IMF de las poblaciones celulares en funcién de los tratamientos realizados a los
ratones. Se muestran los resultados de entre 4 a 5 ratones por condicién. * = P < 0,05;
**=P<0,01; ** =P <0,001.




DISCUSION

El objetivo principal det presente trabajo fue evaluar en un modelo de ratén, la
eficacia de la vacuna compuesta de lisados tumorales condicionados con un
adyuvante, en los modelos de melanoma profilactico y terapeutico.

Aunque la mayoria de los estudios sobre vacunas antitumorales utilizan DCs
tratadas ex vivo, podemos encontrar algunas investigaciones en la literatura que
utilizan antigenos o lisados tumorales para inmunizar a los pacientes directamente. Sin
embargo, los efectos de estas vacunas han sido limitados y, en la mayoria de los
casos, sin lograr retardo en el crecimiento o regresion del tamafio tumoral (Sondak &
Sosman, 2003; Melief y col., 2015). Debido a lo anterior, y a pesar de los buenos
resultados logrados con la terapia TAPCells, existian dudas sobre la efectividad que
pudiera tener la nueva vacuna, las que fueron despejadas con los resultados obtenidos
en este trabajo.

En primera instancia se inmunizaron ratones con tres dosis de ia vacuna ¥
posteriormente se inyectaron las células de melanoma B16-F10, y observamos una
disminucion del crecimiento tumoral, siendo estos tumores de la mitad o incluso un
tercio del tamafio de los ratones controles para el dia 18 post-inyeccién de las células
tumorales. Este efecto s6lo se observa cuando se combinan lisados tumorales
condicionados con un adyuvante, y no cuando utilizamos los componentes por
separado.

Ei siguiente paso fue comprobar que la vacuna TRIMELvax® mostrara simiiar

eficacia cuando se utiliza para tratar el melanoma (modelo terapéutico). Debido
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al rapido crecimiento del tumor formado por las células B16-F10 y al tiempo necesario
para la induccién de una respuesta antitumoral ‘mediada por el sistema inmune
adaptativo, la primera inmunizacion se realizo el dia después de la inyeccién de las
células tumorales. Considerando el rapido-eretimiento de los tumores B16-F10 (7 dias
en llegar a su volumen critico) se hace dificil pensar en optimizar el protocolo de
inmunizaciones para conseguir eventos de regresién tumoral, resultado ideal para una
terapia contra cancer. Debido a esto, se hace necesario probar esta vacuna en otros
m‘odelos tumorales de crecimiento mas lento, para confirmar su capacidad para
generar una disminucién del tamafio tumoral. A pesar de esto, los resultados obtenidos
tanto en el modelo profilactico como en el terapéutico muestran que nuestra vacuna
genera una respuesta inmune antitumoral protectora, y por ende, cumple con los
conceptos necesarios para el desarrollo de nuevas vacunas, las cuales poseen
tipicamente tres componentes: una fuente de antigenos, los cuales otorgan la -
especificidad a la respuesta inmune, una modalidad de entrega, que promueve la
captura antigénica y la transferencia a moléculas de MHC-I, y un agente que acentue la
inmunogenicidad de la vacuna. Uno de los procesos criticos para el desarrollo de esta
vacuna es el condicionamiento por calor al cual son sometidas las células tumorales
antes de lisarlas. Se ha comprobado previamente que este shock térmico permite la
secrecion de DAMPs (por ejemplo, HMGB1 y calreticulina) por parte de [as células de
melanoma (Aguilera y col.,, 2011). Estudios recientes han mostrado la importancia de
las sefiales de peligro producidas por las células tumorales en condiciones de estrés o
muerte programada para la induccion de una respuesta inmune antitumoral duradera.
Un ejemplo de esto es el proceso de necroptosis, caracterizado por generar la
produccién y liberacién de DAMPs, el cual al ser inducido en células tumorales es

capaz de aumentar su inmunogenicidad e inducir potentes respuestas del sistema
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inmune (Aaes y col., 2016). Las sefales de peligro también son importantes en los
procesos de maduracion y presentacion antigénica por parte de las células dendriticas.
Un paso clave en la induccién de la respuesta antitumoral es la presentacién cruzada,
la cual posibilita a activacién de LT CD8+ o citotéxicos. Estudios han demostrado que
distintas sefiales de peligro son capaces de ayudar en este proceso. Por ejemplo, Ia
molécula HMGB1 es capaz de inducir la presentacién cruzada de antigenos tumorales
al ser reconocida por TLR4 en las células dendriticas (Spel y col., 2013; Frey y col.,
2014); y proteinas de shock térmico (HSP) son capaces de facilitar Ia presentacion
cruzada, ayL‘ldando a la internalizacién de proteinas mediante su accién como
chaperonas o uniéndose a proteinas de superficie que median la internalizacion de
complejos y el procesamiento antigénico (Murshid y col., 2008: Frey y col.,, 2014). Por
tltimo, existe evidencia de que sefales de peligro como el ATP pueden unirse a
receptores purinérgicos en las DCs, activando el inflamasoma NLRP3, el cual a su vez
puede inducir la activacion de la molécula caspasa-1, facilitando la secrecién de Ia
citoquina IL-1B, importante mediadora de la respuesta inflamatoria (Spel y col., 2013).
En resumen, y respaldandonos en la literatura, la vacuna generada en nuestro
laboratoric serfa una fuente ideal de antigenos y sefiales de peligro para la generacion
de una respuesta inmune antitumoral efectiva y potente.

= Las vacunas para uso terapéutico, estan destinadas a generar linfocitos T
citotoxicos que puedan infilrar tumores y eliminar selectivamente a las células
malignas. Por esta razén, obtuvimos los leucocitos intratumorales y analizamos la
presencia de diversas poblaciones celulares ademas de su estado ‘'de activacion y
proliferacién, De manera interesante, no encontramos diferencias en los porcentajes de
linfocitos T CD4 y CD8 infiltrantes de tumor entre los ratones inmunizados con la

vacuna y los controles. Lo mismo sucedié al analizar otros tipos de células importantes
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en la respuesta inmune antitumoral como las NK o las tipo NKT. Sabemos desde la
literatura que la mayor infiltracion de LT y NK al sitio turnoral es importante para la
supervivencia de los pacientes y esta asociada a un buen prondstico clinico- en
diversos tipos de cancer (Gajewski y col., 2013; Melero y col., 2014). Por lo anterior y
considerando la disminucion del crecimiento tumoral generado por la vacuna,
esperabamos encontrar una mayor infilracion de LT o células NK en el sitio tumoral, lo
que no ocurrié para este caso. Para este fendmeno existen algunas explicaciones.
Estudios en la literatura demuestran que una de las caracteristicas fundamentales para
lograr una regresion tumoral, es que los LT infilirantes persistan en el tumor, o sea, que
tengan la capacidad de sobrevivir al microambiente inmuncsupresor del sitio tumoral el
suficiente tiempo como para lograr ejercer su accion, ya sea citotoxica o
inmunomoduladora (Menger y col., 2016). Por ello, no solo es importante analizar la
proporcién de LT presentes en el tumor, sino que también el estado de activacién en
que se encuentran los mismos. En efecto, encontramos que ratones con melanoma
inmunizados con lisados tumorales y con TRIMELvax® poseen un mayor porcentaje de
LT CD8 infiltrantes de tumor activados (CD25+). También, obtuvimos una clara
disminucién en el porcentaje de los LT virgenes, sobre todo de los CD8, al utilizar la
vacuna en comparacion al resto de los controles. Sin embargo, un factor a tener en
cuenta es que en el caso de los LT CD8+ infratumorales obtuvimos un porcentaje (10-
20%} de LT virgenes bastante superior al esperado, lo que puede ser explicade por ia
gran irrigacién presente en varios de los tumores analizados, con lo que [a fuente de la
mayor parte de estos linfocitos podria ser la circulacién y no el tumor en si. A pesar de
los resultados obtenidos, son muchos los parametros que necesitan ser evaluados en
los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) para poder demostrar su influencia en la

respuesta antitumoral, entre los que podemos mencionar su ubicacién dentro del




microambiente turoral, su namero absoluto (dependiente del tamafio del tumor), su
capacidad de secretar citoquinas, y los subtipos de LT presentes (Chang y col., 2015;
Salgado y col., 2015; Schalper y col., 2015). Por ello, analisis mas precisos y sensibles
son necesarios para saber la real influencia que estas células estarian teniendo en Ia
terapia.

Otra explicacién para entender el efecto protector de la vacuna contra el tumor,
fue verificar la funcionalidad de los LT CD8 mediante la medicion de la expresion de
ciertas moléculas como Granzima B, factor importante en la induccién de apoptosis de

- las células tumorales. De esta forma, observamos un aumento en &l porcentaje de LT
CD8 que expresan esta molécula citotéxica al inmunizar los ratones con lisados
tumorales o con la vacuna. Por otro lado, al analizar la activacion de las células NK ¥
tipo NKT intratumorales (mediante la expresion de CD69) obtuvimos resultados muy
similares al de los LT CD8, con aumentos de entre 2 y 3 veces en el porcentaje de
células CD69+ en los ratones inmunizados comparados a los controles con PBS. Esto
nos muestra que la inmunizacidn de los ratones estd generando una activacion de
células principalmente citotéxicas, como lo son los LT CD8 o las células NK, presentes
en el sitio tumnoral o una mayor migracion de estas células activadas hacia este lugar,
Tomando esto en consideracion, cabe la posibilidad de que los LT especificos-o células
NK activadas entren répidamente en apoptosis luego de llevar a cabo su funcién y por
ello no veamos diferencias en la infiltracion de linfocitos al sitio tumoral entre los
ratones inyectados con la vacuna y los controles. También existe Ia posibilidad de que
los efectos de TRIMELvax® ocurran més tempranamente que en el dia en que se
realizaron las mediciones, por lo que se podria considerar la realizacién de una cinética
para medir la infiltracion de células del sistema inmune al sitio tumoral a distintos dias

luego de las inmunizaciones.
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En el microambiente tumoral coexisten diferentes células del sistema inmune,
algunas de ellas capaces de suprimir [a respuesta efectora de las células que atacan al
tumor. Nuestros resultados mostraron que tanto la inmunizacion con la vacuna como
con lisados tumorales generan una activacién de LT CD8+ y de células NK
intratumorales mayor que el control con PBS, pero sélo observamos un efecto protector
en animales inmunizados con TRIMELvax®. Es mas, los ratones tratados con lisados
tumorales, en muchos de los casos, tenian un crecimiento tumoral mas acelerado en
comparacion al control con PBS. Por estas razones, decidimos analizar ia preésencia de
linfocitos T reguladores en el sitio tumoral, la cual esta asociada a un pobré pronéstico
clinico debido a sus fuertes propiedades inmunosupresoras (Facciabene y col., 2012).

Cuando analizamos la presencia de LT reguladores en el sitio tumoral no
obtuvimos diferencias en el porcentaje de estas células entre las distintas condiciones
bajo estudio. A pesar de esto, no podemos descartar que existan diferencias en el
nimero absoluto de LT reguladores presentes en los tumores, correlacionado con el
tamafio de los mismos, lo que puede ser abarcado en futuros experimentos. Tampoco
podemos eliminar la posibilidad de que otro tipo de células reguladoras puedan estar
participando en la inmunosupresién dentro del tumor, generando las diferencias
observadas entre TRIMELvax® y los controles, tales como células mieloides supresoras
{(MDSC) o macréfagos asociados a tumor (TAMs), células que han sido encontradas en
una gran variedad de tipos de cancer y asociadas a procesos como angiogénesis y
metastasis (Zou, 2005; Partecke y col., 2013; Alizadeh & Larmonier, 2014). Ademas,
tampoco podemos descartar otros mecanismos de evasién inmune que podrian estar
presentes y mayormente activos en los controles con lisados tumorzles en
comparacion a los ratones inyectados con la vacuna, tales como presentacion

antigénica defectuosa, expresion y secrecidn de mediadores inmunosupresores
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(citoquinas, enzimas u otros factores), o la eliminacion e induccion de anergia de LT
citotoxicos por parte de las células tumorales (Vinay y col., 2015).

Para complementar nuestros datos, también analizamos las poblaciones
celulares presentes en bazo de los ratones bajo tratamiento. En este ¢aso, obtuvimos
un aumento en el nimero absoluto de LT presentes en el bazo de los ratones tratados
con la vacuna en comparacion a los controles con PBS, asi como también una
tendencia al aumento en el nimero de LT CD8 activados. A diferencia de lo que ocurre
en tumor, esta tendencia vista en los LT CD8de bazo es un efecto exclusivo-de
TRIMELvax® y no se observa en los controles con adyuvante o lisados tumorales. Esto
podria indicarnos que la vacuna tendria la capacidad de generar una respuesta inmune
duradera en los ratones, siendo los LT capaces de sobrevivir ¥ permanecer en
circulacién por mas tiempo. Por ofra parte, no observamos diferencias en el ntimero de
células NK y DCs, pero si obtuvimos un leve aumento en la cantidad de células tipo

NKT, al comparar los ratones inmunizados con la vacuna.y los controles. Ademas,

observamos un aumento en la activacion de las células NK y tipo NKT, lo que nos-

mostraria que la vacuna también capaz de generar una respuesta persistente del
sistema inmune innato.

Debido a-que desde hace algunos afios se ha investigado el papel. de los
linfocitos B en inmunologia de tumores, sugiriendo que podrian tener un rol importante
en la respuesta antitumoral, principalmente mediante la regulacion de la accion de los
linfocitos T y a través de la generacién de anticuerpos lgG especificos contra el tumor,
fo cual ha sido visto en modelos de c.:éncer de mama, pulmén, pancreas y melanoma
(Fremd y col., 2013; Carmi y col.,, 2015; Zitvogel & Kroemer, 2015), analizamos la
presencia de anticuerpos IgG especificos contra células de melanoma en los sueros de

los ratones bajo tratamiento. En un comienzo, utilizamos como células blanco de los

»
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anticuerpos solo la mezcla de lineas de melanoma humano y ia linea de melanoma
murino B16-F10, observando que en el primer caso aparecia una poblacién positiva al
usar los sueros provenientes de los ratones inyectados con lisados o con la vacuna,
mostrando la presencia de anticuerpos capaces-de.recaonocer las lineas de melanoma
humano, mientras que en el caso de las células B16-F10 solo se observaba un
pequefio aumento en la IMF bajo las mismas condicicnes, lo que podria indicarnos una
produccién muy baja de anticuerpos contra este tipo de melanoma murino o que los
antigenos reconocidos por los anticuerpos se encuentran en baja cantidad en estas
células. La aparicién de una poblacién positiva en el caso de las lineas de melanoma
‘humano podria explicarse con el hecho de que solo una de las tres lineas utilizadas en
la mezcla expresa MHC-], uno de los posibles blancos de los anticuerpos generados
por estos ratones (posible reaccion xenogénica), siendo estas células las que estarian
siendo reconocidas por los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inyectados
con lisados tumorales o la vacuna.

Pasando a los resultados obtenidos con las células B16-F10, estos pueden
explicarse debido a que este melanoma murino es poco inmunogénico y, en general,
‘provoca una respuesta pobre del sistema inmune, debido a su baja expresién de MHC-
| y nula de MHC-Il in vivo (Jubin y col., 2012; Jensen y col., 2013). A pesar de ello,
observamos un leve aumento en la cantidad de anticuerpos contra este tipo celular
presente en los sueros de los ratones fratados con lisados o conla vacuna, sugiriendo
una induccién de la respuesta inmune humoral. Otra aproximacion que podria utilizarse
a futuro para ver este tipo de respuesta en los ratones seria la medicién de anticuerpos
especificos contra ciertos antigenos tumorales de melanoma de las células B16-F10
(tales como gp100 o MART-1), por ejemplo, mediante ensayos de ELISA o Western

Blot (Fiorentino y col., 2013; Yoshida y col., 2014),
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Debido a la posible generacién de una respuesta inmune xenogénica en los
ratones por el uso de lisados provenientes de células humanas, probamos utilizar PBL
humane como células blanco de los anticuerpos presentes en los sueros. El PBL no
expresa los antfgenos tumorales especificos presentes en elmelanoma B16-F10, por
lo que es el control ideal para probar una respuesta inter-especies. Al analizar los
resuitados, observamos que al utilizar los sueros provenientes de los ratones
inyectados con los lisados o la vacuna, se evidenci6 que una parte de la produccion de
anticuerpos generada por los lisados tumorales (también presentes en [a vacuna) se
deberia a una reaccién xenogénica por parte del sistema inmune del ratén. Esto
tambien nos da razones para pensér que la presencia de anticuerpos contra las lineas
de melanoma humano mencionada anteriormente, podria deberse a esta misma
reaccién xenogénica, posiblemente, contra la molécula MHC-! humana.

En resumen, nuestros resultados muestran que la nueva vacuna TRIMELvax®
generada en nuestro laboratorio es capaz de inducir una respuesta antitumoral efectiva
contra melanoma, disminuyendo el crecimiento tumoral de la linea murina B16-F10,
tanto en un modelo profilactico como terapéutico, lo que estaria mediado
principalmente por LT CD8 y células NK. Sin embargo, atin se debe investigar mas
detalladamente sobre la influencia de las células del sistema inmune que estarian
involucradas en dicho efecto y los mecanismos de tolerancia presentes en los tumores
analizados, elementos clave para mejorar la terapia. Un importante factor a considerar
en todos los experimentos realizados son los animales utilizados, debido
principalmente a que las condiciones en las cuales fueron mantenidos (libres de
patogenos) no representan el ambiente normal en el que se encuentran los pacientes
con cancer, lo que podria influir en la respuesta del sistema inmune generada ¥ en los

resultados obtenidos. A pesar de todo esto, desde un punto de vista tecnolégico, este
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tipo de vacunas posee multiples ventajas: estandarizacion de su preparacion,

produccién a gran escala, el uso de un lote Unico de vacunas para todos los pacientes,

independiente de su haplotipo, y la eliminacién de la variabilidad en la calidad y
composicion de las vacunas, facilitando los analisis clinicos.

Por dltimo, la generacion de una posible terapia combinada utilizando la vacuna

descrita en este trabajo y, por ejemplo, anticuerpos bloqueantes de “checkpoints” del

sistema inmune, tales como o-CTLA-4 o «-PD1, podria demostrar ser un tratamiento

altamente efectivo contra melanoma y, a futuro, otros tipos de cancer, ademés de

aumentar e radio de respuesta de los pacientes.




CONCLUSIONES -

A partir del estudio realizado en este trabajo, comprobamos que la vacuna
generada en nuestro laboratorio produce una respuesta antitumoral efectiva en un
modelo murine de melanoma. Al ser administrada, tanto profilactica como
terapéuticamente, TRIMELvax® fue capaz de reducir drasticamente el crecimiento del

~ .7 == tumor en ratones inmunocompetentes. Por otro lado, el uso por separado de lisados

~. = tumorales o del adyuvante como agentes de inmunizacién no generaron ningln efecto
positivo en la inhibicion del crecimiento tumoral. Este efecto generado por la vacuna

- .fue asociado a una respuesta inmune mediada, principalmente, por linfocitos T CD8+ y
= . células NK, aunque nc podemos descartar la participacion de otras poblaciones
celulares no analizadas en este trabgjo. Por ditimo, también obtuvimos un leve

: aumento en la produccion de anticuerpos especificos contra células B16-F10 al utilizar

». la vacuna TRIMELvax®, indicando una posible participacion de Ia respuesta inmune
humoral en la inhibicidn del crecimiento tumoral.

- T Con los resultados obtenidos para ésta vacuna hemos comprobado que la
combinacién de lisados de células tumorales condicionadas por calor con un adyuvante
potente puede ser utilizada para el fratamiento del melanoma y podria sentar la base
‘para la generacion de vacunas contra otros tipos de cancer. Sin embargo, aln falta por

v .' -comprobar su efectividad en humanos en futuros ensayos clinicos, ademas de dilucidar

o -mas especificamente los mecanismos por los cuales actta esta vacuna, con el fin de

=~ poder mejorar la terapia y usarla, por ejemplo, en combinacion con otros tratamientos.
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