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3. RESUMEN
Recientemente hemos finalizado en Chile el primer ensayo clinico de fase II
utilizando células dendriticas (CDs) cargadas con lisados de melanoma alogénicos,
con ¢l fin de activar el sistema inmune de pacientes con melanoma avanzado. De
acuerdo al tipo de respuesta inmunoldgica detectada después del tratamiento, se han
diferenciado dos grupos de pacientes, un grupo que genera memoria inmunologica
conira antigenos tumorales luego de las inoculaciones, al que se ha denominado
respondedores, cuya mediana de sobrevida es de 33 meses y otro grupo que no
genera memoria inmunoldgica contra antigenos tumorales y que se ha denominado

como no respondedores, cuya mediana de sobrevida es de 11 meses,

Las diferencias entre ambos grupos puede estar dada por la existencia de poblaciones
de linfocitos T reguladores que inhiben el desarrollo de la respuesta inmune
periférica y controlan respuestas autoinmunes y antitumorales. En este trabajo,
evaluamos ¢l rol de estas poblaciones en las respuestas clinicas e inmunol6gicas
observadas en nuestro protocolo. Nuestros resultados demuestran que en aguellos
pacientes que denominamos no respondedores (n=14) la proporcién y el niimero de
linfocitos T reguladores productores de TGF-B, aumentan significativamente luego
de cada inmunizacién, a diferencia del grupo respondedor (n=14), donde la
proporcién de estas células disminuye con las inmunizaciones. Adicionalmente, se
observaron diferencias significativas entre la proporcion de linfocitos T CD4*foxp3*
(Treg) que aumenta en los pacientes No Respondedores y disminuye en los
Respondedores y de la poblacién de linfocitos T CD4'IL10° (Trl), que presentan un
aumento significativo a medida que la terapia avanza en pacientes No

Respondedores.

Segiin estos antecedentes el comportamiento de los linfocitos T reguladores en la
sangre de los pacientes podrfa constituir un importante factor de prediccion del

resultado de la terapia basada en CDs, lo que le otorga una alta implicancia para la
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compresion y disefio de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento del cancer

y de enfermedades autoinmunes.

4, ABSTRACT
In Chile, we have recently finalized the first clinical phase II study using dendritic
cells (DCs), loaded with allogeneic melanoma tumor lysates, with the purpose to
activate the immune system in patients with advanced melanoma. According to the
immunological type of response detected after receiving the treatment, two groups’ of
patients were identified. One group which generated an immunological memory
response towards the tumor antigens, which was nominated responders, with an
estimated median survival of 33 months, and the other group did not generate an
immunological memory response towards the tumor antigens and was called non-

responders which have an estimated median survival of 11 months.

The different immunological response between the two groups of patients could
partly be due to the presence of regulatory T-lymphocytes, which inhibits the
peripheral immune response and controls autoimmune diseases as well as anti-
tumoral immune responses. In this study, we have evaluated the regulatory T-
Iymphocytes role in relation with the clinical and immunological responses observed
in our melanoma patients. Our results demonstrate that after each immunization the
proportion and the number of TGF-B producing T regulatory lymphocytes were
significantly increased in the group of patients nominated non-responders (n=14). In
contrast, the group of patients nominated responders (n=14) was observed to show a
decrease in this cellular population during the immunization. In addition, a significant
difference in the proportion of CD4"foxp3™ lymphocytes (Treg) was observed
between the two groups of patients, in which this population was augmented in the
non responder patients and reduced in the responders. Moreover in non responder
patients” CD4" 1L-10" lymphocytes (Trl), there is an increase while the therapy

proceeds.
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According to these results the behavior in regulatory T-lymphocytes from our
patients” blood could potentially be an important predictor for the outcome of the
clinical response. Furthermore, our results could have important implications for a
better understanding and design of therapeutic strategies for the treatment of cancer

and autoimmune diseases.
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5. INTRODUCCION

5.1 Cancer de piel

El cancer es un grupo heterogénco de enfermedades, que se desarrollan cuando las
células de un tejido pierden los mecanismos que controlan su ciclo celular, promoviendo su
proliferacion e inhibiendo su muerte. En los pafses desarrollados el cancer es la primera
causa de muerte en la poblacion adulta. Mientras que en Chile, los tumores malignos
constituyen la segunda causa de muerte en la poblacién mayor de 15 aiios, precedida sélo

por las enfermedades cardiovasculares (Medina y Kaempffer, 2001).

Entre los canceres de piel, el melanoma es sin duda el de mas rapida expansion y de
mas alta mortalidad (I.awson, 2004). Su incidencia ha aumentado progresivamente en las
ultimas décadas en Europa, Estados Unidos, y especialmente en Australia. En Chile, entre
los aftos 1992 al 2002 se constataron 2.425 muertes por melanoma maligno y su incidencia
aumentd de 1,1 casos en el afio 1990 a 1,9 casos por 100.000 habitantes en el afio 2005

(Ministerio de Salud, Chile).

Aungue mas del 95% de los pacientes con melanoma sobreviven cuando son
diagnosticados en etapas tempranas, es decir, cuando el tumor esté confinado a [a epidermis
y es tratable mediante cirugia. Una vez que éste se disemina, es altamente resistente a los
tratamientos convencionales como cirugia, radioterapia y quimioterapia. Cuando el
melanoma esta en etapa IV, ya diseminado a drganos distantes, la sobrevida a 5 afios es

menor al 15%, con una mediana de sobrevida de 9 a 11 meses (Balch y col., 2001).




Actualmente, los investigadores en las dreas basicas, pre-clinica y clinica estin
abocados en comprender los mecanismos celulares y moleculares de esta enfermedad, su
relacion con el sistema inmune y los tratamientos més efectivos y seguros para poder

combatir la enfermedad.

5.2 Sistema inmune y Cancer
El sistema inmune se compone de un variado mimero de células y moléculas que
confieren al organismo proteccion frente a una gran variedad de entidades como bacterias,

virus, hongos y de diversas agresiones internas como el desarrollo de neoplasias.

Hist6ricamente, los estrechos vinculos entre inmunidad y cancer se conocen desde
hace mas de un siglo, cuando el cientifico William Coley obtuvo respuestas antitumorales
esporadicas, inyectando en pacientes extractos de bacterias (Pain, 2002). La interrelacién
del sistema inmune y las neoplasias fue elaborada en la teoria de la inmunovigilancia anti-
tumoral, acufiada por Bumnet en 1970 (Burnet, 1970), que establece que una de las
principales funciones del sistema inmune es reconocer y destruir células neoplisicas.
Actualmente, el concepto original se ha ido adaptando a observaciones que demuestran que
aunque tumores letales son capaces de desarrollarse en individuos inmunocompetentes, es
también un hecho que individuos inmunodeficientes tienen una mayor tendencia a
desarrollar algunos tipos de tumores, como linfomas o sarcomas, lo que otorga un papel al
sistema inmune en el control de estas neoplasias (Dal Maso y col.; 2005, Alvarez y col.,

2004).

En 1943, se demostrd que la inmunizacidon con tumores podfa prevenir el

crecimiento de tumores singénicos en ratones (Gross, 1943), posteriormente se demostrd
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que linfocitos T (LT) humanos tienen la capacidad de lisar especificamente tumores
autélogos en ensayos in vitro (Topalian y col.,, 1989) y que la estimulacién de linfocitos T
con células tumorales autdlogas induce su proliferacion y la secrecion de citoquinas (Barth

y ¢ol,, 1991).

Los linfocitos T poseen receptores altamente especificos que son capaces de
reconocer antigenos tumor-especificos (T'SA) o tumor-asociados (TAA), en el contexto del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) y destruir células cancerosas (Boon y
col., 1994; Van den Eynde y col,, 1995; Coulie y col., 1994; Kawakami y col. 1994, 1994
y 1995; Brichard y col, 1993). Los linfocitos T citotéxicos CD8" (CTL) tienen la
capacidad de reconocer tumores a través de fragmentos peptidicos de 8-10 aminoédcidos
derivados de proteinas citoplasmdticas o nucleares que estan asociados al MHC clase I
(Townsend y col., 1985; Falk y col.,, 1991). Los linfocitos T citotoxicos especificos contra
antigenos tumorales pueden ser aislados desde los ganglios linfaticos, linfocitos infiltrantes
de tumor (TIL) o desde sangre periférica de pacientes con melanoma (Coulie y col., 1994;
Kawakami y col., 1994 y 1994). El aislamiento de linfocitos T antitumorales ha permitido
la identificacion y posterior caracterizacion de antigenos tumorales en varios tipos de

tumores (Kawakami y col., 1995; Brichard y col., 1993).

La utilizacion del sistema inmune para el tratamiento del cdncer se denomina
inmunoterapia. Este tratamiento se basa en la activacion de diversos componentes
inmunolégicos para controlar el crecimiento tumoral. Actualmente, ain se persigue la

oportunidad de desarrollar un procedimiento eficaz y de bajo costo para el tratamiento de




un amplio especiro de canceres, manipulando el sistema ipmune para inducir respuestas

antitumorales potentes y perennes.

5.3 Inmunoterapia en melanoma

En los tltimos 15 afios se han desarrollado terapias basadas en la utilizacién de
células v moléculas del sistema inmune, las que administradas a pacientes inducen la
activacién de respuestas antitumorales. Distintas moléculas como Interleuquina 2 (IL-2) e
Interferon alfa (IFN-¢) han sido utilizadas solas o en combinacion con dacarbazina (DTIC),
el Gnico quimioterapéutico aprobado para melanoma, mostrando utilidad para reducir
metastasis, pero sin aumentar la sobrevida de los pacientes (Agarwalla y col., 2002; Bajetta
y col., 1994; Falkson y col., 1998; Keilholz y col., 1998; Dudley y col., 2005). Terapias
celulares como transferencia adoptiva de linfocitos T CD8" especificos contra antigenos
tumorales con o sin inmunosupresion sistémica, también han sido utilizados en distintos
ensayos clinicos mostrando reducciones tumorales importantes, pero con un alto costo y un
elevado porcentaje de reacciones adversas para los pacientes (Rosenberg y col, 2008;
Mackensen y col, 2006; Powell y col, 2006). Nuevos blancos terapéuticos se han
identificado sobre células de melanoma y sobre componentes del sistema inmune, Io que ha
permitido desarrollar una amplia gama de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
CTLA-4 o contra Her2/neu, con el objetivo de eliminar el tumor y modular la respuesta
inmune antitumoral. La utilidad de estas moléculas esta siendo investigada actualmente a
través de diversos estudios clinicos en curso (Vogel y col.,, 2002; Ribas y col., 2005; Amin

y col., 2008)




Una de las herramientas inmunolégicas mas promisoria como terapia contra el
cancer, es la utilizacién de células dendriticas (CDs) autélogas cargadas con antigenos
tumorales (TAA). Las células dendriticas, adecuadamente activadas, son capaces de
estimular en forma natural, Ja respuesta inmune antitumoral generando ademés memoria
inmunolégica durante el desarrollo de esta respuesta (Porgador y Gilboa, 1995; Paglia y

col., 1996; Hart, 1997).
5.4 Células dendriticas:
;Por qué pueden generar respuestas contra el tumor en pacientes con melanoma?

La capacidad de activar in vivo CTL especificos contra células tumorales, requiere
de la presentacidn antigénica previa en un contexto celular especial dado por células
presentadoras de antigenos profesionales (APC), particularmente las CDs (Bell y col,
1999). Estas células se encuentran localizadas en epitelios y mucosas, como CDs
residentes. En estos tejidos, reciben sefiales de peligro enddgenas, conocidas como DAMPS
(Danger-Associated Molecular Pattern Molecules), inducidas por la muerte y el stress de
células tumorales (Matzinger, 2007; Bianchi, 2007; Sauter y col., 2000; Randolph y col.,
2002). Las CDs adquieren antigenos tumorales, maduran y migran hacia los o6rganos
linfoides secundarios, donde entregan sefiales a los linfocitos T para que éstos se activen,
proliferen y se trasladen a los tejidos periféricos para eliminar células tumorales. Cuando
las CDs son estimuladas con las sefiales adecuadas en la periferia son capaces de expresar
moléculas co-estimuladoras, secretar citoquinas y traspasar otras sefiales que son cruciales
para garantizar la efectividad de la respuesta antitumoral mediada por LT (Bianchi, 2007;

Sauter y col., 2000; Randolph y col., 2002; Cella y col,, 1999; Mendoza-Naranjo y col,,
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enviado a publicacién 2009; Krug y col., 2001; Ito y col,, 2002). Estas capacidades, hacen
de las CDs las mejores candidatas para ser usadas en protocolos de vacunacion en cancer
(Dalod y col., 2002; Ardavin y col, 2004). Células dendriticas cargadas adecuadamente
con antigenos asociados a tumor han inducido respuestas inmunes protectoras y eficaces en
la eliminacién de tumores en modelos animales y humanos (Shuler y col.; 2003; Svane y

col., 2003; Song y col., 1997; Carrasco y col., 2008).

Los ensayos clinicos basados en vacunaciones con CDs, han sido posibles por el
desarrollo de métodos que permiten obtener un alto nimero de CDs ex vivo. En efecto,
cantidades relativamente altas de CDs inmaduras, pueden obtenerse a partir de monocitos
CD14" aislados de sangre o a través de leucoaféresis por gradientes de centrifugacion y
adherencia (Sallusto y Lanzavecchia, 1994; Bancherean y Steiman, 1998; Lopez y col.,
2004). Estas células son estimuladas a diferenciarse con factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF) e Interleuquina-4 (IL-4) por 5-7 dias (Sallusto y
Lanzavecchia, 1994), Las CDs inmaduras pueden ser maduradas con diferentes estimulos,
entre otros, factor de necrosis tumoral o (TNF-t), ligando de Flt-3 (Fit3L), lipopolisacérido
(LPS) o ligando de CD40 (CDA40L) (Banchereau y Steiman, 1998; Steiman, 2003;

O’Rourkey col., 2003).

La entrega Optima del antigeno tumoral constituye uno de los factores mas
importantes para el éxito de la inmunoterapia basada en CDs. En distintos ensayos han sido
utilizados como proveedores de antigenos para las CDs, lisados autdlogos de células
tumorales, péptidos derivados de TAA o TSA, células tumorales completas y mRNA

tumoral (Trefzer y col., 2005; Nagayama y col., 2003; Palucka y col., 2006; Vilella y col,,




2004). Ademés, se han utilizado lisados alogénicos de células de melanoma, los que
constituyen una valiosa alternativa (Trefzer y col, 2005; Nestle y col., 1998; Rosenberg y

col,, 1998).

El primer estudio clinico de vacunacién con CDs en humanos, fue reportado en Nature
Medicine en 1998 (Rosenberg y col, 1998), y a partir de esa fecha se han desarrollado
distintos protocolos que utilizan estas células como inductoras de respuestas antitumorales
en distintas neoplasias como carcinoma de prostata, melanoma y linfoma (Ardavin y col,

2004; Shuler y col., 2003; Svane y col.,, 2003)

Hasta ahora, varios de estos estudios han mostrado datos promisorios respecto a
aumentos en la induccidén de inmunidad anti-tumoral, pero ninguno de estos resultados se
han acompafiado por mejoras clinicas duraderas en enfermedades metastisicas (Nestle y
col,, 1998; Rosenberg vy col, 1998; Schaendorf y col., 2006; O'Rourkey col., 2003,
Ridgway, 2003). Esta carencia de eficacia clinica observada en ensayos clinicos basados en
vacunas ha cawsado decepciébn en la comunidad médica y cientifica (Sallusto y
Lanzavecchia, 1994; Rosenberg y col., 2004). Los ensayos clinicos que usaron péptidos
sintéticos como antigenos, no lograron producir respuestas clinicas objetivas o mejoras en
la sobrevida probablemente debido a la induccién de tolerancia mediada por péptidos de
alta afinidad, por el escape de clones del tumor que han perdido la expresién del antigeno, o
ausencia de las sefiales de peligro asociadas a los antigenos (Nestle y col., 1998;
Schaendorf y col., 2006; Ridgway, 2003). Por otra parte, CDs pulsadas o cargadas con
tumor autdlogo se han utilizado para inducir respuestas inmunolégicas mas fuertes y mas

extensas contra los tumores (Hersey y col.,, 2004; Morton y col,, 1992; Ridolfi y col,




2006). Sin embargo, estas aproximaciones limitan su aplicacién a una proporcién reducida
de pacientes que tienen tumores en sitios accesibles para su remocién, dejando la terapia
fuera del alcance de pacientes con metéastasis inoperables, micrometéstasis y pacientes de

alto riesgo de recurrencia.

Por otro lado, Ia existencia de otras sefiales conocidas como DAMPs inducidas por
la muerte y el stress producido sobre las c¢élulas tumorales (Matzinger, 2007; Bianchi,
2007; Sauter y col., 2000), serian esenciales para el direccionamiento adecuado de las
respuestas inmunes efectoras por las CDs. En nuestro laboratorio, se ha determinado que el
estrés inducido en el procesamiento de lisados tumorales, no solo hace de estos lisados una
rica fuente de antigenos tumorales, sino que también los hace grandes proveedores de
agentes de activacion, los cuales son entregados a la célula dendritica con el fin de inducir
una fuerte respuesta immune. Nuestros estudios han determinado que el lisado tumoral de
lineas de melanoma (TRIMEL®) que utilizamos en nuestros protocolos, es capaz de
expresar y secretar moléculas DAMPs como las proteinas de shock térmico p70 y p69
(Heat Shock Proteins, HSP70, HSP69), Calreticulina y High Mobility Group Box 1,
(HGBM1), las que son sintetizadas en respuesta al stress celular generado por el
procesamiento del lisado TRIMEL® (Manuscrito en preparacién). Asi, el éxito de la
vacunacion con CDs podria depender del esquema de tratamiento utilizado, de la via de
inoculacion, de Ia dosis de CDs inyectadas y de las sefiales de activacién con las que las

CDs son maduradas.

Por esa razon, disefiamos un protocolo que incluyd TRIMEL®, que no solo

proporciona una fuente estandarizada y extensamente aplicable de antigenos especificos de




tumor, sino que ademds resulta un factor fuindamental en la induccién de la maduracién in

vitro de las CDs.

5.5 Nuestra experiencia en inmunoterapia del cincer

Recientemente hemos finalizado en Chile, el primer ensayo clinico de fase II
utilizando CD cargadas con lisados de melanoma alogénicos con el fin de activar el sistema
inmune de pacientes con melanoma avanzado (Lopez y col., 2009; Escobar y col.,, 2005).
En este estudio que involucra a 50 pacientes, hemos observado ausencia de reacciones
adversas y un aumento de la mediana de sobrevida de los pacientes en comparacion con los

datos historicos (Balch y col., 2001).

De acuerdo al tipo de respuesta inmunologica detectada después del tratamiento,
hemos podido diferenciar dos grupos de pacientes, un grupo que genera memotia
inmunolégica contra antigenos tumorales luego de las inoculaciones, medido mediante
ensayos de hipersensibilidad retardada tipo IV (DTH), al que hemos denominado
respondedores y otro grupo que no genera memoria inmunolégica contra antigenos
tumorales y que denominamos rno respondedores. E1 60,98% de los pacientes tratados son
respondedores (n=25) mientras que el 39,02% son no respondedores (n=16).
Clinicamente, ambos grupos difieren en que aquellos respondedores mostraron una
sobrevida tres veces superior al grupo no respondedor. El grupo de respondedores mostré
una mediana de sobrevida de 33 meses, comparado con el grupo de no respondedores que
mostro una mediana de sobrevida de 11 meses (L6pez y col., 2009}. Por lo tanto, existe un
perfil de respuesta clinica ¢ inmunolégica diferencial en los pacientes tratados con

inmunoterapia basada en células dendriticas. El estudio de los factores que influyen en estas
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respuestas permitird disefiar estrategias personalizadas y més eficaces para combatir el

melanoma.

5.6 Linfocitos T reguladores y cincer

Los linfocitos T reguladores son poblaciones heterogéneas en fenotipo y funcion y
pueden ser divididas en linfocitos T reguladores centrales (Treg) y Linfocitos T reguladores
periféricos (Loépez y col, 2006). Los Treg son LT CD4%, que sobreexpresan
constitutivamente en su superficie, la cadena alfa del receptor de IL-2 (CD25), y
caracteristicamente expresan un factor de transcripcion, llamado Foxp3 (Lépez y col,
2006; Sakaguchi, 2005). Foxp3 es un factor transcripcional, el cual se une al DNA y es
capaz de actuar como represor transcripcional probablemente antagonizando la funcion del
factor nuclear de célula T (NFAT) e inhibiendo la produccién de varias citoquinas
proinflamatorias (Shubert y col., 2001). Mientras que su mutacién en humanos y ratones
causa un devastador sindrome inmunoproliferativo asociado a autoinmunidad (Bennet y
col, 2001), la transduccion retroviral de este mismo gen a LT CD4" CD25’, transfiere un
fenotipo regulador a estas células (Fontenot y col, 2003; Hori y col., 2003). Estos datos
sugieren, que foxp3 actuaria como un factor que podria definir un linaje particular de

células T con propiedades supresoras definidas.

Los Treg constituyen un 5-15% de la poblacién total de LTCD4" en sangre
periférica en humanos (Walker, 2004; Beacher-Allan y col, 2005), y expresan otros
marcadores que son utiles para su caracterizacion y enriquecimiento como CD5"eb

GITR"®, y CD62L (Beacher-Allan y col, 2005; Sakaguchi, 2005). Estas células son

capaces de inhibir la proliferacién y las funciones efectoras de otros LT por variados
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mecanismos que incluyen, el contacto célula a célula a través de interaccién de receptores
como CTLA-4, TGE-p de membrana o el traspaso de moléculas como AMP ciclico a
través de canales intercelulares y posiblemente la secrecién de citoquinas
inmunoregulatorias como IL-10 y TGF-B (Sakaguchi y col, 1995; Nakamura y col.,, 2001;

Pandiyan y col,, 2007; Boop y col., 2007).

Por otro lado, los linfocitos T reguladores periféricos tienen la capacidad de generar
respuestas regulatorias en la periferia, principalmente, a través de la secrecion de
citoquinas. Los Linfocitos T regulatorios tipo 1 (Trl) son células capaces de secretar altas
cantidades de IL-10 cuando son estimulados inm vitro con dexametasona (Un
Glucocorticoide sintético) y vitamina D3 (Roncarolo y col., 2001). Estudios realizados por
Salazar y col. demostraron que lineas celulares de melanoma pre-tratadas con IL- 10
recombinante (rIL-10) se tornan menos sensibles a CTL tumor especificas,
correlaciondndose este hecho directamente con una reduccion de la expresion de MHC
clase I en las células tratadas con IL-10 (Matsuda y col., 1994; Salazar-Onfray y col., 1995
y 1997). Estudios mds recientes han demostrado que el silenciamiento de IL-10 con RNA
de interferencia (iRNA), en células dendriticas humanas, ademés potencia las respuestas
citétoxicas de LT aut6logos anti MART-1(Chhabra y col., 2008). Estudios realizados en
nuestro laboratorio demuestran que el pre-tratarniento de CDs con IT9302, nonapéptido que
representa la porcion funcional de 1L-10, es capaz de inducir un fenotipo tolerogénico en
las CDs y que éstas son capaces de inducir la expresién de foxp3 en LT alogénicos

(Manuscrito en preparacioén).
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Otra poblacién de linfocitos T reguladores lo constituyen los linfocitos Th3 los que
producen grandes cantidades de TGF-p, otra citoquina con propiedades inmunoregulatorias
(Zheng y col,, 2002; O'neill y col., 2004). La evidencia acumulada indica que TGF-B gjerce
su accién sobre las células Natural Killer (NK), LT, monocitos/macrdfagos y en CDs,
afectando el inicio de la respuesta inmune, tanto primaria como secundaria, suprimiendo
también la fase efectora de esta respuesta. La forma activa de TGF-f se une a receptores en
la superficie de LT CD4", CD8" y células NK, alterando su fenotipo, proliferacion y
secrecion de citoquinas (O'neill y col., 2004; Blobe y col., 2000; Teicher, 2007). Por otro
lado, TGF-P estd relacionado con la funcidn y/o induccién de Treg. Si bien las células Treg
son generadas a partir del desarrollo de linfocitos en el timo de manera natural, existe cada
vez més evidencia de la presencia de un subtipo de Treg que puede ser inducido en la
periferia. In vitro TGF-p es capaz de inducir la expresion de foxp3, a partir de poblaciones
de LT CD4" (Chen y col,, 2003). Adicionalmente, se ha propuesto que TGF-p es un factor
gue impide la efectividad de las inmunoterapias basadas en CDs (Kobie y col., 2003; Kao y
col,, 2003), inhibiendo la presentacidén antigénica y la migracion de estas células hacia los
linfonodos (Kobie y col., 2003), generando la incapacidad de montar una respuesta inmune
antitumoral eficaz, mediada por linfocitos T tumor-especificos (Kao y col., 2003). Ensayos
utilizando anticuerpos anti-TGF-B muestran un aumento en la respuesta y la eficacia de este

tipo de terapias en modelos murinos y humanos (Nam y col., 2008; Biswas y col., 2007).

Estas células y otras poblaciones como linfocitos T reguladores CD8” o linfocitos T
reguladores y6 (O'neill y col,, 2004), probablemente son inducidas in vivo durante el
desarrollo del proceso inflamatorio y provienen de células T cuyo fenotipo regulador es

influenciado por el ambiente de citoquinas en el que se desarrollan. Por lo tanto, es
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probable, que en circunstancias fisiologicas operen dos mecanismos generales de supresion
periférica, por un lado la existencia de célnlas T que cumplen un rol supresor determinado
desde su maduracién timica y por otro, células T que adquieren este fenotipo producto del
balance dinimico entre células que expresen niveles diferenciales de citoquinas y

moléculas de superficie.

Desde que los linfocitos T reguladores fueron caracterizados existe abundante
evidencia que apoya la influencia de estas subpoblaciones en las respuestas antitumorales.
Los Treg han sido identificados en sangre, linfonodos, ascitis y tejido tumoral, en distintos
tipos de céncer (Wolf y col., 2003; Woo y col.,, 2001; Ichihara y col,, 2003; Curie y col,,
2004). También se ha demostrado que su aumento en liquido ascitico, o en el tejido
tumoral, esti relacionado a una menor sobrevida y a una etapa més avanzada de la
enfermedad neoplasica (Curie y col., 2004; Gao y col., 2007; Salama y col., 2008). Hace un
tiempo, Rosenberg y col, demostraron que pacientes con melanoma metastasico
refractario, tratados con quimioterapia a alias dosis y transferencia adoptiva de LT CD8"
antitumorales presentaban regresiones objetivas en el 50% de los casos (Rosenberg y col.,
2007). Estas respuestas estarian indicando que la quimioterapia previa, puede eliminar o
reducir significativamente, las poblaciones de linfocitos T reguladores, lo que generaria un
ambiente mas favorable y menos hostil a los LT transfundidos, con lo cual se logra

anmentar la eficacia de los tratamientos (Rosenberg y col., 2007; Dudley y col., 2005).

Basados en los datos expuestos planteamos la siguiente hipotesis de trabajo:
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6. HIPOTESIS

“La efectividad clinica de las inmunizaciones con antigenos asociados a tumor estd
asociada a la presencia de poblaciones de Linfocitos T reguladores en la sangre de

pacientes con melanoma”

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General
Caracterizar ex vivo, fenotipica y funcionalmente, los linfocitos T reguladores de
pacientes tratados con inmunoterapia de células dendriticas y lisados tumorales con el fin

de comprender su rol en esta terapia.

7.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar y caracterizar fenotipicamente, mediante citornetria de flujo, la presencia
de poblaciones T reguladoras; Treg, Trl y Th3 en sangre periférica de pacientes con
melanoma, previo, durante y posterior al tratamiento con inmunoterapia de células

dendriticas y lisados tumorales.

2. Estudiar Ia correlacion entre el porcentaje de linfocitos T reguladores en sangre
de pacientes tratados y las respuestas inmunoldgicas in vivo el tiempo de sobrevida y la

estabilidad de la enfermedad

3. Evaluar la capacidad inhibidora de las poblaciones Treg CD4'CD25"#" sobre LT

efectores, mediante:
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- Enriquecimiento de poblaciones Treg obtenidas de pacientes con melanoma mediante

microesferas magnética.

-Medicion de la capacidad de supresion in vitro mediante ensayos de inhibicién de

citotoxicidad especifica.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Pacientes

Se analizaron 28 pacientes con melanoma en etapa IV, incluidos en el Protocolo clinico de
inmunoterapia con células dendriticas (Lépez y col. 2004, 2006 y 2009 ), diagnosticado y
tipificado segin los parametros clinicos establecidos por la AJCC (Balch y col. 2001) Los
criterios de inclusién de los pacientes en el protocolo de inmunoterapia incluyeron:
Melanoma histologicamente verificado, clasificaciones de auntovalencia (ECOG) con un
valor de 2 0 menos (Balch y col. 2001), valores normales en recuento de globulos blancos y
plaquetas y seronegatividad para HIV y Hepatitis B . Todos los pacientes habian firmado el

consentimiento informado correspondiente.

8.2 Obtencion de Células mononucleares de sangre periférica

Se extrajeron 20 mL de sangre periférica por puncion venosa, que fue recolectada en tubos
con heparina (BD vacutainer) para evitar su coagulacion. Las muestras fueron obtenidas al
inicio del protocolo (tiempo 0) y previo a cada inmunizacioén con células dendriticas, segin
el protocolo anexo. Las células mononucleares de sangre periférica, fleron separadas por
medio de gradiente de densidad utilizando Ficoll- Hypaque (6= 1.077 g/mL) ( Axis-Shield,

Oslo, Noruega): Brevemente, 10mL de sangre fue diluida en la razén 1:1 con solucién de

15




PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na;HPO4, 1.47 mM KH;POy) 1x frio. Luego
sobre la suspension celular, se agregd suavemente 10 mL de Ficoll y se centrifugd por 20
minutos a 1200 rpm. El anillo de células mononucleares fue separado cuidadosamente
entre la interfase Ficoll-plasma y las células mononucleares recuperadas fueron lavadas dos
veces con PBS frio y se les agregd tampon de lisis de globulos rojos, ACK, durante 5
minutos. Luego, fileron lavadas con solucion de PBS 1x y contadas mediante azul de tripan
asegurando que el porcentaje de viabilidad fuese superior al 95%, de ser asf las células se
criopreservaban con medio de congelacién compuesto de Dimetilsulféxido (DMSO) 10% y
Suero Fetal Bovino (SFB) 90%, para luego ser almacenadas en criotubos de 1,5 mL, en

nitrégeno liquido a -195°C.

8.3 Caracterizacién Fenotipica de linfocitos T reguladores
Las células mononucleares fieron descongeladas y resuspendidas en RPMI con 10% de
SFB, se verificd su viabilidad por medio de tincion con azul de tripan y se trabajo con una

concentracion de 1x10° células/mL..

Para la determinacion de linfocitos T reguladores naturales CD4*CD25"e Foxp3™ (Treg),
las células fueron lavadas dos veces con PBS con 3% de SFB y marcadas con el anticuerpo
anti CD4-PeCy5.5humano (clon RPA-T4, eBioscience, 50 ng/1x106 células), y anticuerpo
anti CD25-FITC humano (clon 2A3, Pharmigen, 100 ng/1x106 células), y fueron
incubadas por 30 minutos, en hielo y oscuridad. Luego las células fueron fijadas y
permeabilizadas con el tampén de fijacién/permeabilizacién (e-Bioscience, CA, USA) por
30 minutos a 4°C y bloqueadas con 2% de suero normal de raton (eBioscience, CA, USA),

durante 15 minutos a 4°C. Estas células fueron incubadas con el anticuerpo anti Foxp3-PE
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humano (Clon PCH101, eBioscience, 37,5 ug/1x1 0° células) o con control de isotipo IgG2a
de rata acoplado a este mismo fluoréforo (eBioscience, 37,5 ug/ix106 células) por 30
minutos. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS ix con 3% SFB y fijadas con

paraformaldehido (PFA) al 1%.

8.4 Caracterizacion Fenotipica de linfocitos T reguladores inducibles Th3 y Trl

Para la medicién de citoquinas intracelulares, se partio desde 1x1 0° células /mL de células
mononucleares de sangre periférica, las cuales fueron incubadas durante 16 horas en placas
de 24 pocillos en medio RPMI 1640 al 10% de SFB, en presencia de 100 ng/mL de LPS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para estimular la secrecién de IL-10 y TGF-B. La secrecion
de citoquinas fue inhibida adicionando Brefeldina A 10pg/mL (eBioscience, USA) las

altimas cuatro horas en cultivo,

Posteriormente fueron cosechadas mediante pipeteo suave, fijadas con PFA al 2% y
permeabilizadas con tampén de permeabilizacion (PBS 1x al 3% SFB Tritén X-100 al
0,05%) (Fisher Scientific, Hanover Park, IL), por 30 minutos a temperatura ambiente.
Luego las células fueron tefiidas con los siguientes anticuerpos especificos: IgG1 rata anti
IL-10-PE humana (clon JES3-9D7, eBioscience, 37,5 plg/ 1x108 células), o anticuerpo anti-
LAP TGF-B (clon 27232, R & D Systems 1,51‘1g/1x106 células) sin conjugar, ambos
anticuerpos fueron diluidos en tampén de permeabilizacion, e incubados 30 minutos a 4°C.,
Posteriormente las células fueron lavadas con tampon de permeabilizacién. En ¢l caso de
las células tefiidas para TGF- [, éstas fueron incubadas posteriormente con el anticuerpo
secundario F (ab); cabra anti IgG-FITC de ratén (policlonal, R&D Systems, 0,07511g/1x106

células) por 30 minutos a 4°C. Las células fueron lavadas tres veces con tampon y fijadas
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con PFA 1% por 10 minutos a temperatura ambiente, y nuevamente lavadas tres veces,
Luego tanto las células tefiidas para TGF-B como para IL-10, fileron tefiidas con el
anticuerpo IgGl de raton anti CD4-PECy5.5 humano (clon RPA-T4, eBioscience, 50
ng/1x10° células) e incubadas por 20 minutos a 4°C, luego lavadas dos veces con PBS 1x al
3% de SFB y fijadas en PFA 1%, finalmente, todas las células fueron analizadas por
Citometrfa de flujo, en el citémetro FACscan (Becton Dickinson). El andlisis posterior de

los datos se hizo utilizando el programa WinMDI 2.9.

8.5 Aislamiento de poblaciones regulatorias

Las células CD4" CD25" se aislaron desde las células mononucleares de los pacientes, con
el kit de deplecién negativa para la molécula CD4 y de seleccion positiva para la molécula
CD25 (Miltenyi, Alemania). Brevemente, 107 células mononucleares de sangre periférica,
fueron lavadas con tampdn de separacion (PBS 1x 0,5% BSA y 2mM EDTA) y
resuspendidas en 90pL de esta solucidn. Se incubaron luego con 10pL de anticuerpos
biotinilizados (anti CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRy3 y CD235a),
por 10 minutos a 4°C. Posteriormente se agregé el anticuerpo anti-biotina acoplado a
microesferas magnéticas y se incubo por 15 minutos a 4°C. Luego se lavaron las células
con 2mL de Tampoén de separacion (PBS 1x 0,5% BSA y 2mM EDTA) y se
centrifugaron a 1350 rpm por 10 minutos a 4°C. Luego, Ias células fueron resuspendidas en
500pL de este mismo tampon y aplicadas en una columna 1.D previamente dispuesta en el
soporte magnético MidiIMACs (Miltenyi, Alemania). Las células eluidas fueron
recolectadas y contadas, para posteriormente ser sometidas a un segundo paso de

separacioén. Los LT CD4" recolectados en el paso anterior, fueron resuspendidas en 90 UL
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de tamp6n de separacion, se les adicioné 10pL de anticuerpo anti CD25 acoplado a
microesferas magnéticas, e incubadas por 15 minutos a 4°C. Posteriormente fueron lavadas
y finalmente se les hizo pasar por la columna MS situada en el soporte MiniMACs. Los
linfocitos T CD4'CD25™ fueron recolectados tras repetidas elusiones de la columna con el
tampoén, mientras que los LT CD4™ CD25, que se enconiraban retenidas en la columna
fueron liberadas por presién mediante un émbolo con 2mL de tampén. Los LT
CD4°CD25" fieron recuperadas y reservadas para posteriores experimentos.
Posteriormente se verificé la pureza de la poblacién por medio de citometria de flujo.

8.6 Inmunofluorescencia

Para las tinciones de inmunofluorescencia se parti6 de 200.000 células CD4'CD25"
purificadas, seglin lo descrito en el punto anterior, estas fureron sembradas en portaobjetos
de vidrio de 12 mm (Fisher, Pittsburgh, Pa) recubiertos con polilisina (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO). Las células fueron fijadas con metanol frio al 70% por 10 min, lavadas dos
veces con PBS 1x e incubadas con PBS 1x -BSA 5% por una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente fueron incubadas durante toda la noche en una cdmara hiimeda a 4°C con
los anticuerpos anti-CD4-PE Cy5.5 (clon RPA-T4, eBioscience, 50 ng/1x106 células),
antiCD25-FITC (clon 2A3, Pharmigen, 100 ng/1x106 células) y anti-Foxp3-PE (Clon
PCHI101, eBioscience, 37,5 Lg/1x106 células), los cuales fueron diluidos en PBS-BSA 1%
e incubados en camara hiimeda a 4°C durante toda la noche. Las células fueron lavadas
cuatro veces por 10 min en PBS-Triton-X100 0.05%. Posteriormente se agregd medio de
montaje (Molecular Probes, Eugene, Ore) a los covers, para ser colocados en porta objetos
y fueron analizados mediante microscopia confocal en el equipo Carl Zeiss Microlmaging

(objetivo x63, LSM 510)
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8.7 Ensayo de Citotoxicidad

Para los ensayos de citotoxicidad se utilizé la linea celular de melanoma FMS como célula
blanco, ya que presenta antigenos especificos de melanoma, como MART], el cual es
reconocido especificamente por el clon de linfocito T CD8" anti-MART!1 especifico

generado en nuestro laboratorio. (Mendoza-Naranjo y col., 2007)

Las células blanco FMS fueron cargadas con 5 al0 pCi de *'Cromo radioactivo (Cloruro de
Cromo 10mCi, Perkin Elmer, USA), por una hora, a 37°C, y luego lavadas tres veces con
5mL de PBS 1X. Posteriormente, estas c€lulas fiteron sembradas en conjunto con clones de
LTCD8" especificos conira MART-1 (Efectores) en proporciones de 1:5 1:10 y 1:25
Efector/Blanco. Luego de 4 horas se obtuvieron 25 pL de los sobrenadantes y se agregaron
en placas Opti plate 96wells (Perkin Elmer, USA) con 225 pL de liquido de centelleo
(Microscint 20, Perkin Elmer, USA). Al cabo de 15 minutos de agitacion en oscuridad se
midié en el contador de centelleo Top Count NXT la liberacién de *!'Cromo radioactivo
(Perkin Elmer, USA) expresada como cuentas por minuto (cpm). Para expresar los

resultados se utilizé la siguiente férmula:

Porcentaje de lisis = (cpm muestra - cpm liberacion espontanea)

{cpm Mdximo- cpm espontdneo)
8.8 Analisis Estadisticos
Los analisis utilizados para la evaluacién de la caracterizacion fenotipica del conjunto de
pacientes, se realizé en dos etapas: en una primera instancia se realizé ¢l andlisis de Ta
Normalidad de las muestras, para esto se utilizaron las prucbas de Skewness/Kurtosis,

Shapiro-Wilk y Shapiro-Francia. En caso que la prueba de Normalidad fuera positiva se
20




aplico, el t de student pareado. En el caso de las muestras no normales se aplico el test del
signo de Wilcoxon pareado. Ambas pruebas estadisticas permiten la comparacién de una
misma muestra a través del tiempo analizando cada paciente en forma individual, siendo
agrupados finalmente en el valor estadistico arrojado por la prueba, expresado como valor

de p.

Para los ensayos de Proliferacion se utiliz6 Anova de una via no paramétrico, para la

determinacién de la significancia entre las diferentes condiciones.

En todos los casos se fijé el nivel de significancia del p inferior a 0,05. Estos analisis fueron

realizados con el Software STATA. 7.
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9. RESULTADOS

9.1 Caracterizacién fenotipica y cunantificacién de poblaciones de linfocitos T
reguladores derivados de sangre de pacientes con melanoma en distintas etapas de la

inmunoterapia.

Con el objeto de caracterizar fenotipicamente los linfocitos T reguladores de sangre
periférica de pacientes con melanoma avanzado sometidos a inmunoterapia con células
dendriticas, se amalizaron, mediante citometria de fluyjo células mononucleares
criopreservadas, obtenidas después de cada inmunizacién. Sélo fueron analizadas aquellas
muestras que al momento de Ia descongelacion tenfan una viabilidad mayor al 95% medido
por Azul Tripan. Todos los datos fiieron comparados con el recuento de leucocitos y
linfocitos de los hemogramas de los pacientes seleccionados para estos andlisis.

9.1.1 Caracterizacién fenotipica de linfocitos T reguladores naturales

Con el fin de realizar un andlisis comparative de las poblaciones de linfocitos T
reguladores encontrados en distintas etapas del tratamiento se procedid a estandarizar el
analisis de marcadores relevantes mediante citometria de flujo. En la Figura 1, panel
izquierdo se observa la regién R2, que corresponde a linfocitos T CD4'/ foxp3'. De
acuerdo a los controles realizados mediante tincién simple con anti-CD4 y conirol de
isotipo IgG2a, se puede observar que la poblacién positiva es menos del 0,1%, lo que
comresponde al basal de la metodologia. En los siguientes paneles (pre, después de 2
vacunas, y después de 4 vacunas) se observan las variaciones que se producen en la sangre
de un mismo paciente durante el tratamiento en la proporcién de Treg observada. (Paciente

MTA40).
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Figura 1 Caracterizacion fenotipica de la poblacidn de Linfocitos Treg por citometria de flujo. Proporcion
de Treg de paciente MT40 antes de la inmunizacién y posterior a la segunda y cuarta vacuna. En el extremo

superior derecho se observa el porcentaje de células encontradas en la region dos.

En este ejemplo vemos variaciones que oscilan entre 4,00% de Treg al inicio de la
terapia, con valores que llegan al 6,73% después de la segunda inmunizaciéon y disminuyen
hasta 3,71% posterior a la cuarta inmunizacién. Es interesante notar, que existen
poblaciones celulares que no expresan la molécula CD4 y que sin embargo expresan foxp3.
Este subtipo de células podria corresponder a LT CD8'foxp3' que han sido descritos
anteriormente en la literatura, a los cuales también se les ha asignado un rol regulador
(Bisikirska y col., 2005)

9.1.2Caracterizacion fenotipica de linfocitos T reguladores tipol
Dentro de las poblaciones de linfocitos T reguladores que se inducen en la periferia
decidimos analizar los linfocitos Trl vy linfocitos Th3, ya que éstos han sido relacionadas a
inhibicion de Ia respuesta inmune frente a tumores y a autoinmunidad. Los linfocitos Trl
secretan como ya se menciond 1L-10, una citoquina inmunosupresora clisica. En la Figura

2, observamos la regién R2, que corresponde a la poblacién de LT CD4” secretores de IL-
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10. En el panel de la izquierda correspondiente al control de isotipo se observa que los
eventos basales de la técnica no superan el 0,2% de la poblacion estudiada. En los paneles
siguientes podemos observar el comportamiento de la poblacion de linfocitos Tri a medida
que avanza la inmunizacién en un paciente (MT33). En este ¢jemplo, antes de la terapia el
paciente presentaba un 4,19% de linfocitos Trl en sangre periférica y s6lo después de la

cuarta inmunizacion vemos una disminucién de este porcentaje a 2,02%.
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Figara 2 Caracterizacidn fenotipica de la poblacion de Linfocitos Trl por citometria de flujo. Proporcion
de linfocitos Trl de paciente MT33 antes de la inmunizacion y posterior a la segunda y cuarta vacuna. En el

extremo superior derecho se observa el porcentafe de células encontradas en la regidn dos.
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9.1.3 Caracterizacion de linfocitos T helper tipo3.

Los linfocitos Th3 se caracterizan por secretar cantidades significativas de TGF- y se han
asociado al control de fenémenos autoinmunes y al escape tumoral. Con el objeto de
identificar esta respuesta en los pacientes y evaluar las posibles diferencias entre los
pacientes inmunizados y sus respuestas clinicas e inmunologicas, se analizaron las
poblaciones de LT CD4" que expresan TGF-B. En la Figura 3 observamos la
caracterizacion fenotipica de linfocitos Th3 en sangre periférica de un paciente incluido en
nuestro protocolo (MT15). En la Figura 3, observamos la regién R4, que correspende a la
poblacién de LT CD4" secretores de TGF-B. En el panel de la izquierda correspondiente al
control de isotipo, se observa que los eventos basales de Ia técnica no superan el 0,2% de la
poblacion estudiada. En los paneles siguientes, observamos el comportamiento de la
poblaciéon de linfocitos Th3, del paciente MT33, donde se observa que previo a las
inmunizaciones existia una proporcidén de 1,77% que aumenta hasta un maximo de 5,47%
luego de la segunda inmunizacién y Iwego vuelve a bajar hasta un 1,83%. Con los
parametros aqui descritos se hizo el analisis de 28 pacientes incluidos en el protocolo
clinico lo que luego nos permitié estudiar variaciones estadisticas en dos grupos distintos

de pacientes.
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Figura 3 Caracterizacion fenotipica de la poblacidn de Linfocitos Th3 por citometria de flujo. Proporcién
de linfocitos Th3 de paciente MT15 antes de la inmunizacion y posterior a la segunday cuarta vacuna. En el

extremo superior derecho se observa el porcentaje de células encontradas en la region dos.

9.2 Cuantificacién estadistica de las proporciones de linfocitos T reguladores
encontradas en pacientes con melanoma avanzados tratados con inmunoterapia de
CDs.

Como se describe en la Figura 4, hemos diferenciado dos grupos de pacientes de acuerdo al
tipo de respuesta inmunolégica detectada después del tratamiento, medido mediante
ensayos de hipersensibilidad retardada tipo 1V (DTH), un grupo de respondedores, que
genera memoria inmunolégica contra antigenos tumorales Iuego de las inoculaciones, y
otro grupo de no respondedores que no genera reaccién DTH contra antigenos tumorales.
El1 60,98% de los pacientes tratados son respondedores (n=25) cuya mediana de sobrevida
fue de 33 meses, mientras que ¢l 39,02% son rno respondedores (n=16) y su sobrevida fue

de 11 meses.
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Figura 4. Sobrevida y respuesta inmunologica (DTH) de pacientes ingresados al protocolo de
inmunoterapia basado en CDs contra el melanoma maligno. A) Porcentaje de pacientes con melanoma
etapa 1V ingresados al protocolo separados por respuesta de DTH (n=38). B) Curvas de sobrevida de
pacientes con melanoma maligno etapa IV sometidos a inmunoterapia basada en CDs, agrupados segun su
respuesta DTH; DTH positivo n=21'y DTH negativo n=17

Para evaluar si las diferencias inmunologicas y de sobrevida observadas en nuestros
pacientes pudiesen deberse al efecto de distintas poblaciones de linfocitos T reguladores
presentes en la sangre de los pacientes, estudiamos las variaciones en la proporcion de las
poblaciones de linfocitos Treg, Trl y Th3, en células mononucleares de 28 pacientes,
respondedores n=14 y no respondedores n=14. Estos datos fueron analizados con pruebas
estadisticas pareadas. que analizan a cada paciente por separado en los diferentes tiempos
de vacunacion y los agrupan en un valor estadistico. En esta tesis fueron utilizados el test
de student pareado, o el test del signo Wilcoxon pareado dependiendo de la normalidad de
la muestra. Ambas pruebas estadisticas permiten la comparacion de una misma muestra a

través del tiempo, analizando cada paciente por separado y agrupandolo en un valor

estadistico final.
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En la Figura 5A se observa que los pacientes respondedores muestran una
disminucion significativa de los Treg en la ultima dosis de vacunacién comparados con el
estado basal observado en la pre vacunacién (p=0,0012), de igual forma existe una
disminucién significativa de los Treg entre cuarta dosis versus la segunda dosis (p=0,0061).
Importantemente, en la figura 5B se observa un aumento significativo y sostenido en la
poblacion de los linfocitos Treg en los pacientes »o respondedores entre la pre vacunacion
y la cuarta vacuna (p= 0,0001), y entre la cuarta vacuna con respecto a la segunda vacuna

(p=0,0317).
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Figura 5. Variacidn de LT CD4'foxp3™ en pacientes respondedores y no respondedores durante el tratamiento con
CDs. Se determing el porcentaje de Treg segiin los andlisis mostrados en la figura N°1, se analizaron 14 pacientes
respondedores (4) y 14 pacientes no respondedores (B} a la terapia con CDs pre y posterior a la 2% y 4° vacunacién, Se
realizé un andlisis estadistico t de student pareado para los pacientes respondedores y para los no respondedores
también con la excepcion de la comparacidn pre vs. cuarta vacuna, para lo que se wtilizé el test del signo de Wilcoxon.

Los asteriscos y su significancia se indican en el recuadro derecho, Barra de error indica el error medio estdndar SEM.
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Posteriormente evaluamos las poblaciones Trl con la misma metodologia descrita
anteriormente. En la Figura 6 observamos que los pacientes respondedores no muestran

cambios significativos en la proporcion de células Trl, que se mantiene constante durante

todo el tratamiento.

Mientras que al estudiar los pacientes no respondedores, se observa un aumento en la
poblacién Trl, tanto al comparar la pre vacunacién con segunda dosis, como la segunda

dosis con la cuarta dosis, asociado estos cambios a valores de alta significancia (p=0,0009 y

p=0,0017, respectivamente),
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Figura 6 Variacidn de Linfocitos Trl en pacientes respondedores y no respondedores pre y post vacunacién con CDs.
Se determing el porcentaje de linfocitos Trl segin los andlisis mostrados en la figura N°2, se analizaron 14 pacientes
respondedores (4) y 14 pacientes no respondedores (B) a l terapia con CDs pre y posterior a la 2% y £ vacunacién. En
el caso de los respondedores se realizé la prueba estadistica el test del signo de Wilcoxon con excepcion de la
comparacion entre prevacunacion y la segunda dosis para lo que se utilizo el ¢ de student pareado, en el caso de los no
respondedores se utilizo el t de student pareado para todas las comparaciones. Y se fijo el nivel de significancia en el
valor de p <0,05. Los asteriscos y su significancia se indican en el reciadre derecho. Barra de error indica SEM, Para

cada uno de los grdficos n=14,
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Finalmente, evaluamos el comportamiento de linfocitos Th3 en  pacientes
respondedores y no respondedores. Como podemos observar en la Figura 7, los pacientes
respondedores presentan un aumento en la proporcion de linfocitos Th3, a partir de la
segunda inmunizacion, pero descienden a un nivel menor que el inicial, posterior a la
cuarta vacuna. Por otro lado, los pacientes no respondedores mostraron un aumento
linfocitos Th3 a partir la segunda dosis, aumento que se mantiene Iuego de la cuarta
vacuna, presentando en todos los casos una alta significancia estadfstica (p< 0,0001). En
base a lo observado, es posible inferir que la disminucién de esta subpoblacién de linfocitos
T esta asociada a una mejor respuesta inmunolégica de los pacientes, medida por DTH y 2
una mejor respuesta clinica, medida por aumento de la mediana de sobrevida tanto libre de

progresion como sobrevida total.
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Figura 7 Varigcidn de Linfocitos Th3 en pacientes respondedores y no respondedores pre y post vacunacién con CDs.
Se determind el porcentaje de linfocitos Th3 segin los andlisis mostrados en la figura N°3, se analizaron 14 pacientes
respondedores (4) y 14 pacientes no respondedores (B) a la terapia con CDs pre y posterior a la 2%y 4 vacunacion. Se
realizé I prueba estadistica t de student pareada en el caso de los no respondedores y el Test del signo de Wilcoxon en el
caso de los respondedores. Se fifo el nivel de significancia en el valor de p < 0,05, Los asteriscos y su significancia se

indican en el recuadro derecho. Barra de error indica SEM. Para cada uno de los grificos n=14
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9.3 Evaluacion de la capacidad inhibitoria de las poblaciones de células T reguladoras
CD4'Cp25"%"

Las células Treg se caracterizan por su capacidad para suprimir varias de las
funciones efectoras de otros linfocitos. En base a esto, medimos la funcién supresora de los
Treg obtenidos a partir de sangre de pacientes con melanoma, con el fin de evaluar si esta
poblacién mantenia su actividad en pacientes con melanoma avanzado. Con este fin se
enriqueci6 la poblacién de Treg a partir de sangre de pacientes con melanoma avanzado y

se evalud la capacidad de inhibir la citotoxicidad de linfocitos especificos anti-melanoma.

Seleccion de poblaciones Treg obtenidas de pacientes con melanoma mediante

microesferas magnéticas.

Las células Treg, se caracterizan por una serie de marcadores, entre ellos los marcadores de
superficie CD4 y CD25. El marcador CD25 se expresa constitutivamente y a altos niveles,
lo que permite diferenciar esta poblacion regulatoria de los LTCD4'CD25" que estén
recientemente activados, cuyos niveles de expresién son menores (Baecher-Allan y col,,
2005). Células mononucleares de pacientes con melanoma avanzado fueron recolectadas y
separadas mediante microesferas magnéticas como se describié en Materiales y Métodos.
Este método selecciona s6lo las poblaciones de LT CD4CD25"#", Para evaluar la pureza
de la separacion se analizaron las poblaciones resultantes mediante citometria de flujo. En
la Figura 8 se observa la diferencia entre la proporcién de LT CD4"CD25" presentes en las
células mononucleares obtenidas de pacientes con melanoma (Figura 8 panel izquierdo) y
la proporcién de las células LT CD4"CD25" aislados mediante inmunoseleccién (Figura 8

panel izquierdo).
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Figura 8 Enriquecimiento de la poblacion Treg a partir de células mononucleares de pacientes con
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melanoma avanzado. Panel izquierdo: Porcentaje de LT CD4 CD25"" en células mononucleares de
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pacientes con melanoma avanzado. Panel derecho: Porcentaje de LT CD4 CD25 en células

mononucleares de pacientes con melanoma avanzado posterior al enriguecimiento mediante esferas

magnéticas. Esta figura es representativa de 5 experimentos independientes.

A partir de la inmunoseleccion pudimos obtener una poblacion de Treg altamente
enriquecida con un porcentaje de pureza de un 90,1%, que pueden ser utilizadas en los

ensayos in vitro para evaluar las propiedades funcionales de estas células.

Con el fin de comprobar la expresion de foxp3, en la poblacion aislada. se utilizo la
técnica de inmunofluorescencia. En la Figura N°9 es posible observar la triple tincion de
células previamente purificadas mediante microesferas magnéticas. La flecha blanca indica
una célula representativa positiva para los tres marcadores CD4 'CD25 "foxp3 . Las células
que no expresan foxp3 corresponden a un porcentaje marginal en los campos analizados.

corroborando la alta pureza de las poblaciones obtenidas mediante la separacion magnética.
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Figura 9. Expresion de foxp3 en LT CD4'C D25"%" aisladas por microesferas magnéticas. Las células
fueron aisladas, fijadas y tefidas con anticuerpos acoplados a fluorocromos, CD25 (verde), Foxp3 (rojo) y
CD4 (azul), en el cuarto cuadrante la fase de la misma zona detectada segun lo descrito en Materiales y
Meétodos. Flechas blancas indican células CD4 CD25  foxp3. Microscopio Carl Zeiss Microlmaging

fobjetivo x63, LSM 510).

Treg provenientes de pacientes con melanoma son capaces de suprimir la
citotoxicidad de clones de LT CD8" especificos contra MART-1.

Se ha descrito que Treg son capaces de inhibir respuestas citotoxicas mediadas por LT
CD8  (Shevach y col., 2001). Para evaluar si las Treg enriquecidas a partir de c€lulas
mononucleares de pacientes con melanoma avanzado eran capaces de suprimir estas
respuestas, colocamos clones de LT CD8 especificos contra MART-1 sobre lineas
celulares de melanoma en presencia o ausencia de Treg, en un ensayo de liberacion de
*ICromo como se describio de Materiales y Métodos. En la Figura 10 podemos observar
que el clon anti MART-1, es capaz de lisar una linea celular de melanoma, llamada FMS,
alcanzando hasta un maximo del 65% de lisis celular (razon E:T de 1:25), cuando

agregamos Treg enriquecidas a partir de sangre de pacientes con melanoma avanzado,




estas fueron capaces de inhibir la citotoxicidad de los LT CD8™ especificos, observandose
un porcentaje de lisis no superior al 40% (razén E:T de 1:25) lo que constituye un 39% de
inhibicién, similar a lo observado en Treg provenientes de sujetos controles. Como control
agregamos células no reguladoras (CD4°CD25") recuperadas de la separaciéon magnética,
pudiendo observar porcentaje de lisis de un 60%, similares a los porcentajes observados
cuando el clon anti MART-1 fue utilizado solo. Este resultado demuestra que los Treg
derivados de pacientes con melanoma son tan eficientes como los Treg de donantes

normales en su capacidad de inhibir a CTL especificos contra antigenos de melanoma.
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Figura 10 Treg provenientes de pacientes con melanoma son capaces de suprimir la citotoxicidad de clones citotdxicos
especificos contra MART-1. Se realiz¢ un ensayo de liberacion de cromo 51 enfrentando FMS (BLANCO) con LT CD8*
especificos contra MART-1 en el contexto de HLA-A2 (EFECTOR), en proporciones de 1:5, 1:10 y I:25 efector/blanco.
En algunos casos se adicioné LT CD4'CD25""* gue fueron obtenidas a partir de PBMC de pacientes con melanoma
avarcade o donantes normales, mediante inmunoseleccion con microesferas magnéticas. Los LT CD4*CD25" fueron
adicionados en relacicn I:1 con las células efectoras. LT CD8 especificos enfrentados con la linea celular derivada de
melanoma FMS ( * ). LTCDS" especificos enfrentados a FMS y adicionando LT CD4"CD25 de donantes normales en
relacion 1:1 (@ ). LTCDS especificos enfrentados a FMS y adicionando LT CD4'CD25 de pacientes con melanoma
avarcado en relacion 1.1 (B ) LTCDS" especificos enfrentados a FMS y adicionando LT CD4"CD25" de donantes

normales enrelacion 1:1{ &) n=2.
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10. DISCUSION

En el presente trabajo demostramos por primera vez ¢l impacto de la inmunizacion con
células dendriticas sobre las poblaciones de linfocitos T reguladores y correlacionamos esta
respuesta con la evolucidon clinica ¢ inmunologica de los pacientes. Es asi como, los
linfocitos T reguladores naturales y T helper 3, aumentan significativamente en sangre
periférica, luego de cada inmunizacion en los pacientes no respondedores. En cambio en
pacientes respondedores, observamos que estas poblaciones disminuyen al final de la
terapia a niveles inferiores que lo observado antes del tratamiento (Figura 5 y 6). Los
cambios mis draméticos se observan en los linfocitos Th3, cuya proporcion aumenta en
ambos tipos de pacientes posterior a la segunda inmunizacidn, sin embargo, la proporcion
de estas células disminuye notablemente posterior a la cuarta dosis en los pacientes
respondedores mientras que en los no respondedores se incrementa (Figura 6). Este
comportamiento es similar al observado en algunas enfermedades autoinmunes, donde este
patrdn de respuesta jugaria un importante rol inductor de la enfermedad (Kim y col., 2008).
Adicionalmente, observamos que las poblaciones Treg disminuyen en la sangre de
pacientes respondedores aunque no tan drasticamente como lo que ocurre con las
poblaciones de linfocitos Th3. Ademés nuestros resultados muestran que los linfocitos Treg
de pacientes con melanoma avanzado, mantienen sus funciones supresoras como los Treg
de sujetos normales, sugiriendo que estas poblaciones funcionan normalmente durante el

desarrollo de una neoplasia, atin en estadios avanzados de la enfermedad (figura 8 y 9).

La marcada reduccién de la proporcién de linfocitos Th3 y la disminucién de los

linfocitos Treg, en los pacientes que presentan respuestas de hipersensibilidad positivas,
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implica que el estado inmunoldgico basal del paciente o variaciones en la respuesta inmune
antitumoral inducidas por las inmunizaciones, pueden jugar un rol importante en el
desarrollo de respuestas mas inmunogénicas o tolerogénicas hacia los tumores. En la
literatura se ha descrito que ¢l aumento de las poblaciones Treg en diversos tipos de cancer
se correlaciona a progresion de la enfermedad (Curiel ¥ cols., 2004) v que su eliminacién
podria favorecer las respuestas antitumorales (Dudley v col., 2005). Ademds recientemente,
se ha descrito aumento de TGFp en la sangre de pacientes con melanoma comparado con
donantes sanos, y que estos niveles podrfan ser aumentados por la inmunizacién con
antigenos asociados a melanoma, en conjunto con GM-CSF (Filipazzi y col., 2007).
Asimismo, la elevada concentracion de TGF-J3 en los tumores se ha correlacionado con la
inhibicién especifica de CTL y de la citotoxicidad de células Natural Killer (Lee y col.,
2004). Células tumorales, otros linfocitos T reguladores y un subgrupo de células mielodes
CD14" pueden ser responsables de la produccién de esta citoquina y probablemente de la

induccion de linfocitos Th3 en el tumor (Filipazzi y col., 2007).

Actualmente, la evidencia sugiere que los linfocitos T CD4” juegan un rol central en
el inicio y mantencién de las respuestas conira tumor. La presencia de linfocitos T
reguladores y de linfocitos Th17 puede definir mejor el rol que juegan los linfocitos T
CD4" en el cancer y otras enfermedades autoinmunes. Los linfocitos Th17 son una
subpoblacion de LTCD4", que se caracteriza por la expresién del factor de transcripcion
RORyt y la secrecion de IL-17 (Park y col.,, 2005). Se ha descrito que linfocitos Thl7
pueden encontrarse en el infiltrado linfocitatio de tumores oviricos y se cree que su

presencia favoreceria las respuestas antitumorales (Miyahara y col., 2008). Aumentos en
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los niveles de TGF- pueden ser responsables de evitar la generacién y expansién de
linfocitos Th17 de memoria en humanos (Miyahara y col,, 2008). Interesantemente, altos
niveles de TGF-B estén relacionados ademas, a la induccién de foxp3 en LT CD4" yala
adquisicion de propiedades reguladoras por estas células (Shevach y col, 2008).
Consistente con esta observacion, reportes recientes indican que TGF-B inhibe RORyt y
favorece la expresion de foxp3 (Zhou y col.,, 2008). Sin embargo, niveles incrementados de
TGF-P en el suero de pacientes con cdncer no es una constante y Ia secrecién de la forma
activa de esta citoquina por parte de los tumores tampoco (Miyahara y cols., 2008).
Basados en estos hallazgos y en nuestros resultados creemos que es necesario analizar el rol
que podrian tener otras fuentes de TGF-B como los linfocitos Th3 y distintas poblaciones
de células presentadoras de antigenos, en la inhibicién de las poblaciones Th17 en el

microambiente tumoral.

En resumen, nuestros datos sugieren que la presencia de poblaciones de linfocitos T
reguladores en la sangre de pacientes sometidos a inmunoterapia basada en CDs, podria
limitar la respuesta inmune anti melanoma y ser un factor de prediccién facil y relevante en
el resultado clinico de esta terapia. Aunque, son necesarios posteriores estudios para
determinar que otras variables estdn relacionadas a las mejores respuestas clinicas e
inmunol6gicas encontradas en nuestros pacientes, nuestras observaciones pueden ofrecer

nuevas herramientas para el desarrollo de estrategias terapéuticas y pronosticas para

pacientes con cancer,




11. CONCLUSIONES

¢ Es posible caracterizar y cuantificar linfocitos T reguladores desde células
mononucleares de sangre periférica criopreservada obtenidas de pacientes con

melanoma avanzado.

e Los pacientes respondedores presentan un menor porcentaje de linfocitos Th3

y Treg que los pacientes no respondedores al final de las inmunizaciones.

* La poblacién Trl en los pacientes respondedores no mostré diferencias
significativas durante el periodo de vacunacién. Los pacientes no
respondedores mostraron un aumento en la poblacién Trl sélo después de la

cuarta inmunizacion.

o Los linfocitos Treg de pacientes con melanoma avanzado mantienen su
capacidad de suprimir la citotoxicidad mediada por CTL especifico contra

antigenos de melanoma.

e En conjunto estos datos nos indican que los pacientes respondedores tienen
niveles inferiores de linfocitos Treg y Th3 en sangre periférica al final de las
inmunizaciones y que estos hallazgos, se correlacionan con respuestas DTH

positivas y aumento de la sobrevida total y libre de enfermedad en los

pacientes
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Prolonged Survival of Dendritic Cells-Vaccinated Melanoma Patients Correlates
with Tumor-Specific Delayed Type IV Hypersensitivity Response and Reduction of Tumor
Growth Factor B-expressing T Cells. Mercedes N. Lopez, Cristian Pereda, Gabriela Segal,
Raquel Aguilera, Fermin Gonzélez, Alejandro Escobar, Alexandra Ginesta, Leonel Mufioz,
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