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Abreviaturas

ADC: coeficiente de difusién aparente

APE: antigeno prostatico especifico

CCH: Concholepas concholepas hemocianina
CTCAE: Common Terminology Criteria for Adverse V 5.0
DC: células dendriticas

DRE: examen digital rectal

DWI: Diffusion weighted standart

EORTC QLQ-C30: European Organization for Research and Treatment of Cancer Quality of
Life Core Questionnaire

iDCs: células dendriticas inmaduras

ISUP: International Society of Urological Pathology
LT: linfocitos T

MDSC: células supresoras mieloides derivadas
mpRNM: resonancia multiparamétrica de préstata
NK: natural killers

PAP: fosfatasa acida prostatica

PBMC: células mononucleares de sangre periférica
PCCL: lisado celular cancer préstata

PSM: prostatico especifico de membrana

RB: recidiva bioquimica

TAAs: antigenos asociados a tumores

TDA: terapia deprivacion androgénica

Tils: linfdcitos infiltrantes de tumor



Resumen

Introduccion: El cancer de prostata es el tumor mds frecuentemente diagnosticado en
hombres en el mundo y constituye la sequnda causa de muerte por cdncer en Chile y en paises
desarrollados. Entre un 27-56% de los pacientes tratados con intencion curativa pueden
presentar recurrencia bioquimica de la enfermedad. Actualmente no se han descrito terapias
neoadyuvantes que determinen una mejoria en sobrevida global ni de recidiva bioquimica
(RB), por lo que el manejo sigue siendo en base a tratamientos adyuvantes, de rescate o
paliativos. La inmunoterapia contra el cdncer basada en células dendriticas DCs ha
demostrado ser un tratamiento sequro, sin efectos adversos significativos, capaz de generar
una respuesta inmune celular antitumoral especifica. La inmunoterapia basada en TAPCells
cargadas con lisado tumoral de cdncer de prdstata, ha demostrado ser sequra en pacientes
con cdncer de prdstata castracion resistente. En este contexto hemos planteado que TAPCells
puede ser una terapia neoadyuvante seqgura y eficaz en pacientes con cdncer de prostata

organo confinado de alto riesgo, sometidos a prostatectomia radical.

Materiales y métodos: Se ha disefiado un estudio clinico Fase I-Il utilizando TAPCells cargadas
con lisado tumoral de prdstata, como terapia neoadyuvante en pacientes con cdncer de
prostata drgano-confinado, con riesgo intermedio o alto de recurrencia, previo a
prostatectomia radical, con el fin de evaluar la factibilidad, tolerabilida, seguridad, el
resultado clinico, imagenoldgico, oncoldgico y la respuesta inmune antitumoral inducida por

TAPCells a nivel local y sistémico.

Resultados: Durante el periodo de estudio se reclutaron 7 pacientes. El 100 % completd el
protocolo de neoadyuvancia con TAPCELLS, solo se reportaron efectos adversos leves G1 Y G2
de acuerdo al Common Terminology Criteria for Adverse (CTCAE) v5.0. Durante la
inmunizacion, la terapia no afectd la calidad de vida de los pacientes En términos globales

no se evidencio progresion clinica, imagenologica ni de laboratorio en los pacientes sometidos



a terapia neoadyuvante. Los 7 pacientes se realizaron una prostatectomia radical y
linfadenectomia pelviana cuyos resultados perioperatorios fueron similares a lo descrito en la
literatura. 6 pacientes mostraron una respuesta inmune sistémica positiva medida como test
DTH + a PCCL al término de la terapia. y se observo un incremento en la superficie tumoral

infiltrada por linfocitos CD8+ a nivel histologico.

Discusion y conclusion: En este estudio se evidencia que TAPcells cargadas con lisado tumoral
de préstata parecen ser una terapia sequra, bien tolerada, sin efectos adversos significativos,
capaz de desencadenar una respuesta inmune sistémica en pacientes con cdancer de prostata

organo confinado, sin progresion clinica de la enfermedad durante la neoadyuvancia.



Introduccion y epidemiologia del cancer de prdstata

El cdncer de préstata es un problema de salud publica significativo a lo largo del mundo, ya
que representa una de las principales causas de morbimortalidad por cancer. Es el tumor
visceral mas frecuentemente diagnosticado en hombres en el mundo y la segunda causa de
muerte por cancer en Chile y en algunos paises desarrollados®?. En Estados Unidos ,el cancer
de préstata representa el segundo cancer mas frecuentemente diagnosticado, superado sélo
por los canceres de piel no melanomay la segunda causa de muerte por cdncer en hombres,
superado por el cadncer de pulmén3. A nivel mundial se estima una incidencia 1.100.000 casos
al afio con 307.000 muertes atribuidas al cdncer de prostatal. En Chile se estima una
prevalencia de 22.500 casos, con una incidencia de 27,9 casos por 100.000 habitantes,

estimando ademads un incremento de un 3,2 % anual en la incidencia en los Ultimos 10 afios®.

El diagndstico de cancer de préstata ha ido aumentando en el mundo desde la inclusion y
expansion del uso del antigeno prostatico especifico (APE) como método de tamizaje. Desde
la introduccion de este examen, la incidencia de cancer de prdstata alcanzé su maximo
alrededor de 1992, declind entre 1992 y 1995 vy luego siguié ascendiendo alrededor de un
1% por afio hasta la actualidad®. Las razones de este incremento en la incidencia no son bien
conocidas, causas genéticas y medio ambientales han sido implicadas, sin embargo en el afio
2008 el United States Preventative Services Task Force (USPSTF) manifestd su
recomendacién en contra del tamizaje en pacientes mayores de 75 afios dandole un nivel de
recomendacién D°. Luego en 2012 el USPSTF hizo una recomendacién en contra del tamizaje
global®, esto fue basado en que el beneficio de diagnosticar el cdncer de proéstata
tempranamente puede no superar los riesgos del tratamiento, especialmente considerando
gue en su comportamiento clinico, el cdncer de prostata varia desde un tumor microscépico,
bien diferenciado, que puede nunca ser clinicamente significativo, hasta un tumor de alto
grado que causa metdstasis, morbilidad y muerte’. Debido a estos cambios en las
recomendaciones, recientemente se ha reportado una disminucién de la incidencia en
Estados Unidos de alrededor de un 5,9% desde el 2009°, mostrando ademds un incremento

en el diagndstico de cédncer de prdstata en etapas avanzadas'®!!. Este aumento puede ser



explicado por una disminucion en el tamizaje o bien por una mejoria de los métodos de

etapificacién utilizados®.
Mortalidad por cancer de prdstata

En términos de mortalidad por cancer de prostata, no se observan grandes variaciones a
nivel mundial, ya que el efecto del tamizaje con APE tiene un gran efecto en términos de
incidencia pero no de mortalidad*?. Globalmente el cancer de préstata representa la quinta
causa de muerte por cancer en hombres, representando un 6,6 % del total de las muertes,
sin embargo, se observa un nimero mayor de muertes en los paises menos desarrollados en
comparacién con los desarrollados (165.000 y 142.000 respectivamente). Ademas se
observan mayores indices de mortalidad en poblacién negra y muy baja en poblacién
asidtica, encontrandose la poblacién americana y de Oceania en una situacion
intermedia'?!3. A nivel local las cifras de mortalidad muestran que el cdncer de prostata
representa la segunda causa de muerte por cancer en hombres, con 2.270 muertes por afio
y una tasa de 25,2 por cada 100.000 habitantes aproximadamente'?!# Sin embargo en
términos de mortalidad se estima una disminucion de aproximadamente un 0,8% en los

Ultimos 10 afios®.

Presentacion clinica y estratificacién de riesgo:

El cancer de préstata en etapas temprana suele ser asintomatico. Actualmente, alrededor de
un 80% de los pacientes diagnosticados con cancer de prostata, se realizaron una biopsia por
presentar un APE alterado, sin embargo el tacto rectal ain mantiene un rol al detectar
anormalidades que determinan que alrededor de un 20% de los pacientes se realicen una
biopsia de prostata independiente del valor de APE™. En paises desarrollados, el cancer de
prostata suele ser diagnosticado en etapas tempranas debido al amplio uso del tamizaje con
APE, sin embargo con la creciente disminucion del tamizaje, los tumores érgano confinados
han comenzado a ser mas infrecuentes aumentando la incidencia de tumores mas
invasivos'®. Recientemente se ha reportado un incremento en el diagndstico de céncer de

prostata metastasico>!%!’. De forma interesante recientemente se ha descrito que desde la



recomendacién del USPSTF, han disminuido el nimero de biopsias realizadas, la incidencia
de céncer de prdstata y el nimero de pacientes que reciben tratamiento local definitivo'®.
Actualmente segln la base de datos Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) en
Estados Unidos, de los hombres diagnosticados con cancer de prostata, un 80% se presenta
con enfermedad localizada, 12% presenta enfermedad regional y un 4% presenta
enfermedad diseminada®®. Sin embargo datos nacionales del Instituto Nacional del Céncer,
muestran que hasta un 24,7 % de los pacientes debutan con enfermedad diseminada®.
Actualmente para un hombre americano el riesgo de desarrollar cdncer de préstata a lo largo

de su vida es de un 16 %, pero el riesgo de morir por cancer de préstata es sélo de un 2,9%?.

Cuando el céncer se diagnostica en etapas tempranas, es decir, en su estado 6rgano
confinado, la posibilidad de curacion es elevada, ya sea con cirugia o radioterapia??, pese a
esto existe una gran heterogeneidad en la evolucion y progresion de distintos subtipos de
cancer de préstata, por lo que actualmente es necesario no sélo identificar a los pacientes
con enfermedad localizada, sino que es preciso utilizar herramientas que nos permitan
estratificar la agresividad de los tumores de prdéstata, para asi ofrecer alternativas

terapéuticas a aquellos pacientes que se beneficien del tratamiento!31923,

El manejo inicial de un paciente con cadncer de prostata actualmente debe incorporar la
consideracion de la historia natural de la enfermedad, su riesgo de progresién vy
diseminacion, asi como el potencial de desarrollar una enfermedad mortal*®.

La evaluaciodn inicial debe incluir una etapificacién clinica a través de un examen digital rectal
(DRE), un APE, el score de Gleason en la biopsia inicial, el nimero y la extensién del
compromiso tumoral en los cores de la biopsia y en casos seleccionados esto puede ser
complementado con caracteristicas moleculares del tumor, estudios imagenoldgicos como
tomografia computada, resonancia magnética o cintigrama d6seo, que permiten evaluar la
diseminacién locorregional y a distancia del cancer, dependiendo de la etapificacién clinica

inicial?*2>.



Se han desarrollado multiples nomogramas que, utilizando el estadio clinico, APE y el score
de Gleason, clasifican a los pacientes segun su riesgo de falla de tratamiento habitualmente
medido como recidiva bioquimica (RB)?®?’.

La clasificacion mas utilizada es la de D’Amico, que consiste en estratificar a los pacientes en
3 grupos de acuerdo a los parametros previamente mencionados: bajo riesgo, riesgo
intermedio vy alto riesgo de recurrencia (Figura 1)?’. Segun la clasificacién de D’Amico, la
probabilidad de recurrencia bioquimica a 5 aflos en el grupo de bajo riesgo es de un 5,5-10%;
un 22-23,4% para riesgo intermedio y un 32-45,4% para el grupo de alto riesgo?®?8. Esta
clasificacion también orienta a que tratamiento ofrecer a cada paciente, con el objetivo de
disminuir la probabilidad de recurrencia post terapia con intencion curativa?#?>. Actualmente
de los pacientes que debutan con enfermedad érgano confinada, un 38,6 % corresponde a
riesgo bajo; 37,8 % intermedio y 23,6 alto riesgo®. Considerando que mas de un 50% de los
pacientes tienen un riesgo significativo de falla al tratamiento, es que se han intentado

multiples estrategias para disminuir este riesgo?°.

Rol de resonancia nuclear magnética en cdncer de proéstata

La resonancia multiparamétrica de prostata (mpRNM) fue introducida a la practica médica
en 1982 utilizando un resonador 0,08 Tesla°. Desde esa fecha a la actualidad ha demostrado
ser una valiosa herramienta de diagndstico en la evaluacion de pacientes con cancer de
prostata. La excelente resolucion y la alta relacién sefial/ruido proporcionadas por la
MpRNM, proporcionan una mejor comprension de la histopatologia subyacente de la
prostata3!. Hay tres secuencias de imagenes individuales que deben obtenerse durante un
examen de mpRNM, éstos incluyen: imagenes ponderadas por difusién (DWI) con el
coeficiente de difusién aparente (ADC), imagenes potenciadas en T2 (T2W) e imagenes
dindmicas mejoradas con contraste endovenoso (DCE)*?33. Dado el creciente uso de la
mpRNM se desarrolld un sistema de informe estandarizado llamado PI-RADS. Este es
utilizado para caracterizar y evaluar todos los nédulos prostaticos intraglandulares. Este

puntaje clasifica cada lesion en una escala de 1 a 5, siendo 1 muy probablemente benigno y



5 una alta sospecha de malignidad3#. Para la deteccidn de cédncer con puntaje de Gleason >7,
la mpRNM evaluada segun PI-RADS v2.0 demuestra una sensibilidad de 0,85 (IC del 95%:
0,78-0,91) y una especificidad de 0,71 (IC del 95%: 0,60-0,80.)*>, ademds en lesiones PI-RADS
1y 2 se hareportado un valor predictivo negativo de hasta un 90% para cancer clinicamente
significativo®®3’. Asi, en la actualidad, la mpRNM se ha posicionado como una herramienta
util en el estudio de pacientes con APE persistentemente elevado y biopsia de prdstata
negativa®*, localizaciéon anatémica de la lesion tumoral®?, biopsias dirigidas de préstata®® y
etapificacion local del tumor. Esto ha facilitado la distincion de pacientes con tumores érgano
confinados (< pT2c) de pacientes con extension extraprostatica (=pT3a), como también
etapificacién a nivel de compromiso linfonodal?¥#°. Ademds ha permitido el seguimiento de
pacientes en vigilancia activa y en el monitoreo de terapias locales en cédncer de préstata'.
Se sabe que el valor del ADC se correlaciona inversamente con la densidad celular de un
tejido evaluado*!. Asi se han utilizado aumentos en el valor del ADC como un predictor de
respuesta citotdxica en distintas neoplasias**™3. En esta linea, se ha descrito recientemente,
gue una mejoria en el ADC en respuesta a inmunoterapias utilizadas como neoadyuvancia
en cancer de préstata de alto riesgo, se correlaciona con una respuesta inmune antitumoral
caracterizada por mayor infiltracion de linfocitos T CD8*8. Esto ha posicionado a la mpRNM
como una nueva herramienta de monitorizacion de respuesta clinica. Sin embargo en la
actualidad existen dos problematicas respecto al seguimiento de pacientes con cancer de
prostata utilizando mpRNM: uno es la falta de consenso en la definicion de progresion
radioldgica, ya que las lesiones habitualmente no cumplen los criterios de respuesta de los
tumores solidos (“RECIST criteria”) y que recientemente se ha descrito que los pacientes
sometidos a inmunoterapias presentan discordancia entre la respuesta clinica y la respuesta
radiolégica medida por RECIST#**, por lo que aun se requieren mayores estudios que
permitan describir adecuadamente la evolucion y respuesta clinica de las lesiones medibles

en la mpRNM vy su correlato anatomopatolégico.
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Recidiva bioquimica en cancer de préstata

La recidiva bioquimica (RB) consiste en un progresivo aumento del APE en el seguimiento
posterior de un paciente sometido a un tratamiento con intenciéon curativa, tanto con cirugia
como radioterapia®?4. Dependiendo de |a terapia inicial utilizada se define operacionalmente
para pacientes sometidos a prostatectomia radical, como dos mediciones de APE mayores
de 0,2 ng/ml*. En pacientes sometidos a radioterapia se utilizan los criterios de Phoenix
como un incremento en el APE de 2ng/ml sobre el nadir alcanzado*®. Esta puede ocurrir por
la presencia de tejido prostatico maligno o benigno, local o a distancia®’, por lo tanto una RB
no necesariamente predice el desarrollo de metdstasis o muerte*’. En muchos casos la
historia natural de la enfermedad es muy prolongada, por lo que la decision de realizar una
terapia de rescate no radica simplemente en el hecho de presentar una RB%?#4’. Se sabe que
aproximadamente un 50% de las RB se presentan en los primeros 2 afios posteriores a la
prostatectomia radical*’#¢. De aquellos pacientes que presentan RB post prostatectomia
radical, entre un 23-35% presentaran progresion clinica y solo alrededor de un 16% morira
por cancer de prostata’*’. Sin embargo, ante una RB después de una prostatectomia radical,
la radioterapia de rescate asociada a la terapia de deprivacion androgénica (TDA)
representan un tratamiento curativo logrando que un 80% de los pacientes a 5 afios se
encuentren libre de progresion*®, mostrando en este contexto resultados comparables a la
radioterapia adyuvante en términos de progresion y sobrevida global*®. Lamentablemente,
estos pacientes también presentan un significativo deterioro de su continencia urinariay de
su potencia sexual®!, ademds de incrementar los costos de manejo en hasta SUS 6023 por
paciente®?. Ante este escenario se genera un problema fundamental, la gran mayoria de los
pacientes que presenten una RB seran sobretratados, con los efectos secundarios y costos
que generan las terapias adyuvantes. Por esta razén, la busqueda de terapias neoadyuvantes
seguras y con beneficio clinico oncolégico que permitan disminuir la necesidad de

tratamientos de rescate son un blanco terapéutico en desarrollo.

Neoadyuvancia en cancer de prostata
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A la fecha no existe consenso respecto al dptimo manejo de los pacientes con cancer de
prostata de alto riesgo, donde la prostatectomia radical y la radioterapia pueden ser
alternativas equivalentes en términos de control local de la enfermedad®. No obstante,
estos pacientes presentan un alto riesgo de progresion a enfermedad metastasica®*, por lo
tanto es razonable emplear terapias mas agresivas, que puedan atacar el componente
sistémico de la enfermedad. En este contexto, se han probado multiples farmacos como
terapia neoadyuvante en combinacion con la prostatectomia radical o radioterapia®3°>%3,
Multiples estudios fase Ill se han realizado evaluando el posible rol de la TDA previo a la
prostatectomia radical. En ellos se ha demostrado que la neoadyuvancia con TDA disminuye
los margenes quirdrgicos, compromiso extracapsular y compromiso linfonodal posterior a la
prostatectomia radical; sin embargo, ninguno de estos estudios ha mostrado una mejoria
significativa en relacion a sobrevida libre de recidiva bioquimica o sobrevida global>3°6°8>%,
Dos meta-analisis de estudios aleatorizados utilizando TDA neoadyuvante y prostatectomia
radical comparados con solo prostatectomia radical, demostraron los mismos resultados en
relacion al control local del tumor (extensidn extraprostatica, margenes quirlrgicos positivos
y compromiso linfonodal). Sin embargo, no se demostré efecto benéfico en relacion a
sobrevida libre de RB y sobrevida global®®°°. Multiples razones explican estos resultados:
falta de potencia estadistica, corto seguimiento, la inclusién de pacientes de distintos riesgos
(ya que la mayoria de los estudios fueron realizados previo a la introduccién de los criterios
de D'Amico) y la duracién del tratamiento neoadyuvante que pudo no haber sido la

adecuada3.

Desde la introduccion del docetaxel como tratamiento para pacientes con cancer de préstata
metastdsico resistente a la castracion, se ha probado este agente como terapia
neoadyuvante. Algunos estudios Fase I-Il han mostrado que docetaxel combinado con TDA
es factible de utilizar, es bien tolerado y que otorga buenos resultados en términos de
disminucién del APE y control local del tumor>”29616%  No obstante, mayores conclusiones
respecto a sobrevida global y sobrevida libre de RB no pueden hacerse ya que todos estos
estudios son Fase I-ll. Actualmente existe un estudio fase Ill que completd su periodo de

reclutamiento y del cual se esperan pronto resultados®?.
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En los ultimos afios, nuevos agentes se han introducido para el manejo de pacientes con
cancer de prdéstata metastasico resistente a la castracion: Abiraterona, Enzalutamida vy
Sipuleucel los que han mostrado mejorar la sobrevida cancer especifica y global en pacientes
con cdncer de prostata castracién resistente, en combinacién con TDA?%%>7%7  Mds
recientemente estos agentes se han utilizado como terapia neoadyuvante en estudios Fase
|y 115388 Se ha reportado un estudio Fase Il que evidencia una mejoria en la potencia de la
TDA mas abiraterona en términos de disminucién local de andrdogenos, pero no fue evaluada
la sobrevida global ni la RB®3, por lo que la informacion actual aun no es concluyente. De
todas formas, los estudios con terapia neoadyuvante proveen una gran oportunidad de
mejorar el conocimiento sobre la biologia tumoral en pacientes de alto riesgo. En estos
estudios el tumor puede ser evaluado antes y después del tratamiento y distintas
comparaciones pueden ser realizadas para evaluar el efecto de los farmacos y los
mecanismos de resistencia a ellos, por lo que mas estudios de neoadyuvancia debieran

aumentar significativamente el conocimiento del campo.
Sistema inmune y cancer

En la actualidad se considera al cirujano William Coley como el padre de la inmunoterapia
del cancer, esto después de notar que un paciente diagnosticado con un sarcoma de partes
blandas presentaba una remisién del tumor posterior a una infeccion estreptocdcica, lo que
lo llevé a desarrollar posteriormente un preparado llamado la toxina de Coley, con el cual
tratd a mas de 900 pacientes, logrando tasas de curacion de alrededor del 10%°%°. Estos
avances no fueron suficientemente considerados por la comunidad cientifica de la época,
por lo que no fue hasta los afios 60 en que dos cientificos, Burneth y Thomas, plantearian
teorias respecto a la inmunovigilancia, basado en las observaciones de rechazo de tumores
singénicos en ratones’®. Sin embargo en 1909 y de manera rudimentaria, Ehrlich habia
sugerido que los cdnceres ocurririan con una frecuencia abrumadora de no ser por el sistema
inmune’!. En los siguientes afios la evidencia fue controversial respecto a la
inmunovigilancia, por lo que la participacion del sistema inmune en el control antitumoral

permanecié como un hecho discutible’t. No seria hasta los afios 80, con el descubrimiento
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de antigenos asociados a tumores (TAAs) utilizando linfocitos infiltrantes de tumores, como
sensores de respuesta’? y la demostracidn que los tumores malignos eran inestables
genéticamente, lo que producia que expresaran hasta 11.000 mutaciones genéticas por
tumor’3 generando multiples TAAs, que se reveld la importancia del sistema inmune, v,
especificamente, de los linfocitos T en la respuesta antitumoral’t. Actualmente estd
claramente demostrada la participacién del sistema inmune en la prevencién de la formacién
de tumores’* y se considera la capacidad de los tumores de evadir el sistema inmune, como
un sello del cdncer’. Por esta razdn, durante las Ultimas décadas se han utilizado diversas
alternativas de manipulacién del sistema inmune como terapias en diversos canceres: se han
empleado citoquinas como IFN-a e IL-2; vacunas utilizando antigenos tumorales, lisados
tumorales, células presentadoras de antigenos, transferencia adoptiva de linfocitos T y uso
de anticuerpos monoclonales’®. En los Ultimos afios estas nuevas terapias han logrado
resultados oncoldgicos clinicamente significativos, por lo que han sido aprobadas para su

comercializacién y aplicacion en la practica clinica’”’®

Entre los enfoques mas prometedores para activar la inmunidad antitumoral se encuentra el
uso de inhibidores de check point. Los check point inmunitarios se refieren a una gran
cantidad de vias inhibitorias incorporadas al sistema inmunitario que son cruciales para
mantener la tolerancia inmune y modular la duracién y amplitud de las respuestas
inmunitarias fisioldgicas en los tejidos periféricos, con el fin de minimizar el dafio colateral
en el tejido’®. Actualmente estd claro que los tumores coaptan ciertas vias del punto de
control inmunitario, como un mecanismo importante de resistencia inmune,
particularmente contra las células T, que son especificas para los antigenos tumorales.
Debido a que muchos de los puntos de control inmunitarios son iniciados por las
interacciones ligando-receptor, pueden ser blogueados facilmente por anticuerpos o
modulados por formas recombinantes de ligandos o receptores, por lo que se han disefiado
distintas estrategias para inhibir esta inhibicion de las células T. Ipilimumab, anticuerpo
monoclonal completamente humanizado, anti CTLA-4, demostré mejoria en la sobrevida
global de pacientes con melanoma metastasico®, esto provocé que fuese el primer inhibidor

de check point aprobado por la FDA para su uso clinico en 20107°. Desde esa fecha en
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adelante, distintos estudios han mostrado la utilidad en otros tipos de cancer como cancer
de proéstatay urotelio®!. Otra via inmune de relevancia clinica actualmente esta representada
por PD-1, en contraste con CTLA-4, que regula la activacion de las células T, el papel principal
de la PD-1 es limitar la actividad de las células T en los tejidos periféricos en el momento de
una respuesta inflamatoria a la infeccion y limitar la autoinmunidad.. Actualmente hay dos
anticuerpos dirigidos a PD-1 que han demostrado una eficacia terapéutica significativa en los
ensayos clinicos: Nivolumab se considera un tratamiento estdndar para el tratamiento del
melanoma avanzado, cdncer de pulmén y carcinoma de células renales; Pembrolizumab ha
sido aprobado por la FDA para el tratamiento del melanoma avanzado y cancer de pulmén
7981 Tan relevante ha sido el aporte a la oncologia de los inhibidores de checkpoint, que
recientemente se ha galardonado a James P. Allison y Tasuku Honjo con el premio nobel de
medicina por el descubrimiento de terapias oncoldgicas mediante la inhibicion de la

respuesta inmune inhibitoria de los tumores.
Inmunologia cancer de prdstata

Tradicionalmente y casi como un dogma cientifico, se ha caracterizado a la préstata como
un sitio de privilegio inmune®. Sobre la base de esta creencia, el cancer de prdstata se
considerd inadecuado para inmunoterapias por mucho tiempo. Sin embargo la evidencia
emergente de modelos preclinicos y estudios clinicos ha demostrado consistentemente la
presencia de mediadores de inmunidad innata y adaptativa en el microambiente tumoral del
cancer de préstata®. Se ha observado células Natural killers (NK) intratumorales y
macrofagos, ademas de células T CD4 + y CD8 + que reconocen antigenos especificos del
cancer de prostata tanto a nivel intratumoral como en sitios inmunes periféricos®486,
Ademas, la deteccidn de autoanticuerpos especificos de prdostata en pacientes con cancer de
prostata ha fortalecido el argumento de lainmunogenicidad del cancer de préstata. Mas adn
en esta linea se ha observado un aumento del nimero de células T reguladoras CD4 +, CD25
+y CD8 + Foxp3 + en la glandula prostatica y en sangre periférica de pacientes con cancer de
prostata, lo que sugiere un papel importante de la inmunosupresion activa de la inmunidad

antitumoral®’/#8. En esta linea, se ha observado que pacientes con una alta densidad de
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linfocitos CD8+ intratumorales sometidos a prostatectomia radical, tienen mejor sobrevida
a 5 afios versus aquellos con baja densidad de infiltracidon linfocitaria. Es asi como en la
actualidad se considera al cidncer de prdstata como un tumor inmunogénico®. En la
actualidad se ha tendido a subclasificar a los distintos tumores como caliente cuando estos
evidencian una microambiente con gran ndmero de infiltracién de linfocitos T, elevada
expresion del ligando de muerte programado-1 (PD-L1) y alta carga de neoantigenos. Se
describen caracteristicamente en esta categoria los cancer de células claras renales,
melanoma y céncer de vejiga 89°°. El cancer de proéstata, por el contrario, es denominado
como un tumor frio, ya que tiene una baja infiltracion de células T, bajos niveles de expresién
de PD-L1 y una baja carga de neoantigenos®¥°13, De forma interesante, recientemente se
ha descrito que el uso de sipuleucel-T (Provenge), que consiste en células presentadoras de
antigeno cargadas con una proteina de fusién que incluye a la fosfatasa acida prostatica (PAP)
y GM-CSF, administrado como terapia neoadyuvante a pacientes con cancer de préstata, es
capaz de aumentar en mas de 3 veces la infiltracidn intraprostatica de linfocitos CD3+, CD4+
FOXP3-y CD8+, asociado a una respuesta inmunoldgica sistémica. En esta linea se ha descrito
un modelo evolutivo de la infiltracion inmunoldgica a nivel tumoral en la evolucién del cancer
de prodstata, en la cual en etapas drgano confinadas sensibles a la castracion, se observan
bajos niveles de linfocitos infiltrantes de tumor (Tils) y baja expresién de PDL-1, mientras que
en etapas metastasicas resistentes a la castracidn, se describen niveles elevados de Tils y alta
expresion de PDL-1%4. De forma concordante con este modelo, se ha visto recientemente
gue pacientes con cancer prostata resistente a la castracién tratados con Sipuleucel- T,
tenian una significativa mayor sobrevida cuando tenian APE mas bajo, es decir, en etapas
mas tempranas de la enfermedad®. Se ha descrito que en la tanto local como sistémica del
cancer prostata, los niveles de células supresoras mieloides derivadas (MDSC), interleuquina
6, 8 y 10 aumentan progresivamente®®, lo que demuestra que en la medida que la
enfermedad progresa no soélo se presenta una respuesta inmune escasa Si no que ésta es
también anérgica®®°* En conjunto, estos datos podrian explicar la escasa efectividad que
han tenido distintas aproximaciones inmunoterapelticas en etapas tardias de Ia

enfermedad, como el uso de inhibidores de checkpoint y vacunas®. Esto permite plantear
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que el escenario donde las inmunoterapias en cancer prostata serian mas Utiles en etapas
tempranas de la enfermedad, en las que hay un menor volumen tumoral, menor nimero de
células inmunosupresoras y en la cual se podria transformar el cancer de prdstata en un

tumor caliente desencadenando una respuesta inmune eficaz.
Células dendriticas y su rol como inmunoterapia antitumoral

Las células dendriticas (DC) son las principales células presentadoras de antigeno, jugando
un rol central en la respuesta inmune adaptativa y en la tolerancia inmune®’. Se ubican
principalmente en tejidos periféricos, donde capturan antigenos, migran a los linfonodos
regionales y presentan dichos antigenos a linfocitos T (LT) CD4* y CD8*%8, activando de
manera especifica a LT*?, por lo que las DC son consideradas el pivote de la respuesta inmune
adaptativa.

Las DC se originan a partir de células progenitoras de la médula dsea, aunque también ha
sido descrita su diferenciacion a partir de monocitos de sangre periférica®®. En tejidos
periféricos las DC presentan caracteristicas que las definen como inmaduras (iDCs), que
incluyen una gran capacidad fagocitica, lo que les otorga la funcion principal de capturar
antigenos, asi como la expresiéon de receptores de quimioquinas como CCR1, CCR5 y CCRS6,
que determinan el “homing” de iDC hacia tejidos periféricos'®. Al detectar la presencia de
un patégeno o una célula anormal, las DC capturan antigenos e inician un proceso de
maduracion y activacién: desarrollan prolongaciones citoplasmaticas, disminuyen su
capacidad fagocitica, pierden marcadores de iDCs y expresan nuevos marcadores,
principalmente moléculas que participan en la sinapsis inmunoldgica, como las moléculas
coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 y el marcador de activacion CD83%04192: qumenta la
expresion moléculas de MHC clase |y 1119y CCR7, receptor de las CCL19 y CCL21 las cuales
son responsables de la migracidn hacia 6rganos linfoides secundarios!®3. Al mismo tiempo,
durante su maduracion, las DC procesan y presentan los antigenos adquiridos en complejos
MHC clase | y Il a LT CD4* y LT CD8*7193, Sin embargo, se ha descrito que en pacientes con
cancer las DC presentan cierto grado de disfuncidon, lo que favorece la progresién del

tumor!%4. De hecho DC aisladas de pacientes con cancer de mama, no muestran marcadores
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de maduracion?®

por lo que aparentemente algunos factores derivados del tumor estarian
suprimiendo activamente la funcidn de las DC!%. Se ha identificado por ejemplo, que los
tumores producen altos niveles de IL-10, lo que inhibe la maduracion de DC y su capacidad
de secretar IL-121%. La IL-6 que también es producida por células tumorales y otros tipos de
células presentes en el microambiente tumoral, lo que también tiene efectos
inmunosupresores en las DC produciendo una disminucion de la expresion de MHC [11%°, En
esta linea, niveles séricos elevados de IL-6 se han asociado a un peor prondstico oncoldgico
en distintos tipos de canceri®.

Debido a su capacidad de generar una respuesta inmune adaptativa, activando LT CD8* vy
originando LT citotdxicos especificos, el uso de inmunoterapia antitumoral basada en DC es
una de las estrategias para el tratamiento del cancer mas estudiadas. La capacidad de
generar DC ex vivo y cargarlas con antigenos tumorales ha demostrado ser un tratamiento
seguro y capaz de generar una respuesta inmune en una variada gama de tumores, como
melanoma, cancer renal y linfoma'®®1%, En cancer proéstata, Sipuleucel-T, ha mostrado
aumentar la sobrevida en pacientes con cancer prdstata metastasico resistente a la

castracién, confirmando a la inmunoterapia antitumoral como un potencial tratamiento

efectivo, convirtiéndose en la primera inmunoterapia celular aprobada para uso clinico®.

TAPCells: Células presentadoras de antigenos generadas ex-vivo para uso en inmunoterapia

contra el cancer

Las DC corresponden a menos del 1% de las células mononucleares presentes en la
circulacion sanguinea, por lo que su obtencidn a partir de sangre periférica es complejat®.
Sin embargo, ha sido descrita la capacidad de generar, ex vivo, grandes cantidades de DC a
partir de monocitos obtenidos de sangre periférica''®. En el Laboratorio de Inmunologia
Antitumoral del Instituto de Ciencias Biomédicas, de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, se ha desarrollado un protocolo de corta duracion para la generacion
ex vivo de DC, utilizando un lisado celular de melanoma llamado TRIMEL. Estas DC de

diferenciacion rapida, denominadas TAPCells, son fenotipica y funcionalmente similares a
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DC, pueden ser cargadas con lisados celulares de diferentes tumores y generar respuestas
inmunoldgicas in vitro e in vivo'''. Una de las principales formas de evaluar la respuesta
sistémica a inmunoterapias es mediante el test DTH 2. Una respuesta DTH + estd mediada
por la activacion antigeno especifica de las células memoria T CD4+ en contra de un antigeno
que induce la produccién de citoquinas Th1l como IFN-y, el reclutamiento de células T CD8+
y otras citoquinas inflamatorias'!3. Pese a que algunos reportes sugieren que la prueba DTH
no es un método apropiado para monitorizar la respuesta inmune, por la dificultad en su
estandarizacion y por su positividad frente a compuestos no antigénicos, otros estudios han
mostrado que los test DTH son métodos costo efectivos y reproducibles en predecir
beneficios clinicos. Se ha demostrado que en el sitio de inoculacion del ensayo DTH se aislan
células T antigeno especificas y esta especificidad esta dada por el antigeno utilizado en el
ensayo. Hasta un 45% de las células CD8+ eran antigeno especificas, producian citoquinas y
demostraban actividad citotdxica hacia células blanco que presentaban el antigeno
especifico. La presencia de células T especificas es predictiva del resultado clinico''?. En esta
linea en dos estudios Fase Il realizados en Laboratorio de Inmunologia Antitumoral,
utilizando DC cargadas con el lisado tumoral de melanoma TRIMEL, se ha demostrado que
un 60% de respuesta inmune contra TRIMEL, medido por DTH*, en pacientes portadores de
melanoma maligno etapa IV, asi como un 85% de reaccion de DTH* en un pequefio grupo de
pacientes etapa llI1*114 L3 presencia de esta respuesta inmune positiva se correlaciona con
un aumento en la sobrevida general, comparado con los pacientes DTH™ y con la sobrevida
historica de los pacientes con melanoma avanzado. Asi mismo, se demostrd que los
pacientes con respuesta DTH* presentan una disminucién de la proporcién de linfocitos Tr3
y Treg de sangre periférica al completar la inmunoterapia, a diferencia de los pacientes no
respondedores (DTH), en quienes ambas subpoblaciones aumentan, sugiriendo el impacto
de los linfocitos T reguladores en la respuesta inmune antitumoral generada por la
inmunoterapia con DC***. Ademas recientemente se ha descrito que el uso de TRIMELVax en
un modelo murino de melanoma aumenta la infiltracion intratumoral de linfocitos CD3+, CD4
y CD8, provocando ademas una disminucion en el tamafio tumoral y una mejoria en la

sobrevida!!®. Esto ha permitido plantear que la inmunizacién basada en TAPCELLS es capaz
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de desencadenar una respuesta inmunoldgica medible a nivel intratumoral y no solo a nivel
sistémico como previamente se habia reportado, posicionando esta estrategia terapéutica
como una forma interesante de convertir tumores frios en tumores calientes.

La inmunoterapia antitumoral utilizando DCs estd basada en la existencia de moléculas
blanco tumor-especificas o tejido-especificas, conocidas como TAAs, la cuales pueden ser
procesadas por las DCy ser presentadas a linfocitos T citotdxicos, generando una respuesta

inmune especificalt®.

En cdncer de prdostata han sido descritos multiples TAAs, tanto
antigenos tejido-especificos y oncoproteinas, lo que indica que el cdncer de prdstata es un
tumor inmunogénico. EI APE fue identificado como una proteina de secrecidon
prostatical?”'*®, es un TAAs tejido especifico o antigeno de diferenciacion utilizado
actualmente como método de diagndstico precoz y seguimiento??°. La expresion del APE se

observa en todas las etapas de la enfermedad.

La fosfatasa acida prostatica (PAP) es también una proteina de secrecién tejido especifica
gue se encuentra sobreexpresada en células neoplasicas prostaticas en todas las etapas de
la enfermedad®'®. Utilizando péptidos derivados de APE y PAP, se ha logrado generar, in vitro,

linfocitos T citotdxicos especificos para ambos antigenost?912L,

Otros antigenos de diferenciacién descritos en cancer de prdstata son el antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA), el antigeno de células progenitoras prostaticas (PSCA),
prosteina y Trp-p8, las que son proteinas expresadas en la membrana de células epiteliales

prostéticas normales y tumorales?27124,

Inmunoadyuvantes.

Un obstaculo importante para una inmunoterapia exitosa es romper la tolerancia a los
antigenos tumorales. La induccién de respuestas antitumorales de células T por
inmunoterapias basadas en DC se basa en la capacidad de las formulaciones de vacunas para
activar e inducir DC maduras'?®. Los adyuvantes son agentes que mejoran la magnitud,
calidad y/o duracion de la respuesta inmune inducida por la administracion conjunta de

antigenos. Ademas pueden reducir la dosis necesaria de antigenos y/o la frecuencia de
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inmunizaciones necesarias para lograr la inmunidad protectora’?®. Los adyuvantes pueden
promover la inmunidad de varias formas que incluyen: (1) estabilizar o atrapar el antigeno,
aumentando la duracién de la estimulacién inmunolégica; (2) promover una respuesta
inflamatoria en el sitio de deposicion de antigeno, atrayendo de ese modo macréfagos
activados y DC para mejorar la absorcién y presentacion del antigeno; (3) presentar sefiales
coestimuladoras a las células T,B y DC para mejorar la induccién de la inmunidad especifica

al antigeno'?’.

Las hemocianinas, grandes glicoproteinas respiratorias que se encuentran en ciertos
moluscos, tienen una amplia gama de efectos biomédicos beneficiosos debido a su potente
actividad adyuvante Th1'?8. La hemocianina derivada del gasteropodo Concholepas
concholepas (Concholepas concholepas hemocianina (CCH)) ha sido probada in vivo,
mostrando su capacidad para activar la inmunidad innata, induciendo un perfil de citoquinas
Th1y provocando fuertes efectos antitumorales en un modelo de cancer de vejiga murino?°.
En pacientes con cancer de préstata castracién resistente, se demostré que CCH fue seguro
y capaz de inducir respuestas de células T de memoria, medida in vivo mediante una prueba
de DTH, demostrando el potencial de CCH como agente inmunoterapéutico e

inmunoadyuvante!?®

TAPCells en el tratamiento del Cancer de Prdstata Resistente a la Castracion

Considerando que es posible cargar TAPCells con distintos antigenos, en nuestro centro se
disefid un sistema en el cual utilizando 3 lineas celulares establecidas de cancer de prdstata
(PC3, DU-145Y Lncap ) como fuente de antigenos, se preparo un lisado tumoral denominado
“Prostate cancer cell lysate” (PCCL)'?. Este lisado tumoral permite exponer a las DC a una
mezcla variada de antigenos que pueden ser encontrados en cancer de préstata como: APE,
PAP, Prosteina, PSMA y mas de otros 20 antigenos'3%13!, Utilizando este modelo de TAPCells
cargadas con lisado tumoral de préstata, se realizd un tratamiento para pacientes con cancer
de prostata resistente a la castracion'?>. En este estudio se demostrd la seguridad de la

terapia, ya que los pacientes reclutados en este estudio mostraron escasos eventos adversos
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atribuibles a la terapia, en su mayoria toxicidad grado 2 o menor, demostrando la seguridad
del tratamiento con TAPCells.. Ademas se demostré que son capaces de generar una
respuesta inmune especifica in vivo contra lisado tumoral de prostata en el 64% de los
pacientes tratados, evaluado a través de DTH®'. Adicionalmente, se observé una respuesta
bioquimica significativa, evaluada como descenso del APE en 6 de 14 pacientes que
completaron el protocolo clinico. De manera similar, los pacientes respondedores
inmunoldgicos (DTH*) presentaron mejoria en el tiempo de duplicaciéon del APE, factor
prondstico asociado a la evolucién de la enfermedad. Por ultimo, se observd que la terapia
con TAPCells induce la expansion de linfocitos T de memoria productores de IFN- v, sin
afectar las poblaciones linfocitarias regulatorias en sangre de los pacientes tratados.

En suma, estos resultados demuestran que el tratamiento con TAPCells en cancer de
prostata resistente a la castracion, constituye una terapia segura, no asociada a eventos
adversos o disminucion de la calidad de vida de los pacientes, capaz de generar una
respuesta inmune en la mayoria de ellos, y efectos clinicos positivos en un subgrupo de
pacientes, con disminucidon o estabilizacion de los niveles de APE sérico. Por estas razones,
nace la interrogante de si TAPCells pudiese tener un rol como terapia neoadyuvante en el
manejo de pacientes con cdncer de préstata organo-confinado. La adicién de esta
inmunoterapia a la terapia convencional es atractiva por diferentes razones tedricas: se
realiza un tratamiento local y a distancia de la enfermedad con la posible induccién de
memoria inmunoldgica, lo que podria prevenir recurrencias tardias; se cuenta con un tiempo
relativamente prolongado hasta la recurrencia de la enfermedad, lo que podria ser suficiente
para desencadenar la respuesta inmunoldgica. Al realizar adicionalmente a la terapia
sistémica, una terapia de control local a través de la prostatectomia radical, se tratan muchos
de los factores locales que limitan per sé la capacidad del sistema inmune de montar una

respuesta inmune antitumoral (Tregs, citokinas, MDSC), entre otros**?.
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Propuesta de investigacion

La inmunoterapia basada en TAPCells ha mostrado ser una terapia segura, y bien tolerada,
capaz de generar respuesta inmune contra tumor en pacientes con cancer de préstata
resistente a la castracion, asociada a respuestas bioquimicas evaluadas mediante

disminucion del APE posterior a la terapia. En este contexto se plantea la siguiente hipdtesis:

Hipdtesis

La inmunizacion neoadyuvante con TAPCells cargadas con lisado tumoral de prdstata en
pacientes con cancer de préstata de riesgo intermedio y alto de recurrencia sometidos a
prostatectomia radical, es una terapia efectiva y segura, capaz de generar una respuesta

inmunoldgica, imagenoldgica, anatomopatoldgica y clinica

Objetivo General

Determinar la factibilidad, tolerabilidad y seguridad del la inmunizaciéon neoadyuvante con
TAPCELLs cargadas con lisado tumoral de prostata, en pacientes con cancer de prdéstata
6rgano confinado de riesgo intermedio o alto, la capacidad de estimular una respuesta
inmune especifica a nivel sistémico, el efecto sobre la infiltracion linfocitaria tumoral, el

volumen tumoral, el antigeno prostatico especifico y el desarrollo de RB.

Objetivos Especificos

1. Establecer la seguridad y tolerabilidad de la terapia neoadyuvante con TAPCells en
pacientes con cancer de proéstata de riesgo intermedio o alto, sometidos a prostatectomia
radical y linfadenectomia pelviana.

2. Describir el nimero y grado de complicaciones perioperatorias de la prostatectoma radical

mas linfadenectomia ampliada, luego de la terapia neoadyuvante con TAPCells.
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3. Determinar la capacidad de TAPCells de inducir una respuesta inmune especifica a nivel
sistémico medida como test DTH + contra PCCL y a nivel local, medido como Infiltracién

Linfocitaria CD4 + Y CD8&+.

4.- Evaluar variables de respuesta clinica y anatomopatoldgicas en muestras de pacientes
sometidos a terapia neoadyuvante con TAPCells, prostatectomia radical y linfadenectomia

pelviana extendida.

5- Medir el tiempo libre de tratamiento de los pacientes sometidos a inmunizacion

neoadyuvante y tiempo libre de RB.

6.- Determinar la capacidad de la mpRNM de identificar la seguridad y respuesta

inmunoldgica local desencadenada por la terapia neoadyuvante con TAPCELLS.

4. METODOLOGIA

Disefio del Estudio

Se disefid un estudio Fase |-l de brazo Unico, para determinar la seguridad de la inmunizacién
neoadyuvante con TAPCells cargadas con lisado tumoral de prdéstata, y su eficacia en generar
unarespuesta inmune antitumoral, asi como una respuesta bioquimicay clinica, en pacientes
con diagndstico de cancer de préstata drgano-confinado de riesgo intermedio o alto seguin
D’Amico, candidatos a prostatectomia radical.

Se reclutaran 20 pacientes con diagndstico de cancer de prostata érgano-confinado, riesgo
intermedio o alto seglin D’Amico, candidatos a prostatectomia radical. Los pacientes serdn
reclutados en 2 instituciones: Complejo Hospitalario San José e Instituto Nacional del Cancer.
Todos los pacientes firmaron un documento de consentimiento informado previo a la
participacion en el estudio.

El estudio cuenta con la aprobacidon del Comité de Bioética del Servicio de Salud

Metropolitano Norte y los pacientes contaron con un seguro médico complementario que

24



cubre los gastos asociados a cualquier complicacién que pudiesen presentar producto de la

intervencion.

El estudio contd con 3 fases: reclutamiento, tratamiento y seguimiento.

Reclutamiento Tratamiento Seguimiento
Ca Prostata Seguimiento para
Riesgo determinar,
Intermedio o —_— > TAPCells Neoadyuvante + — > seguridad,
Alto Prostatectomia Radical tolerabilidad y
efectividad de
TAPCells

Fase de Reclutamiento

Se inicid confirmando la elegibilidad del paciente para participar en el estudio y firma del

documento de consentimiento informado.

Fase de Tratamiento

Se inicid con el tratamiento. A todos los pacientes se les administraron 20 millones de
TAPCells autdlogas los dias 1, 8, 22 y 36 del protocolo, por via subcutanea, junto con 150 pg
CCH, como inmunoayudante, en un volumen total de 600 ul. Exdmenes de laboratorio y
muestras para analisis inmunolégico basal se realizaron 48 horas antes del inicio del
tratamiento. Previo al inicio del tratamiento, todos los pacientes se realizaron una mpRNM.
En cada visita se evaluaron efectos adversos de |a terapia.

En el dia 80 del protocolo, los pacientes fueron sometidos a un test cutdneo de DTH contra
lisado tumoral. Se inocularon: 150 pL de lisado tumoral de préstata (4 ug/uL), CCH 150 pL
(Img/ml) y 150uL de solucién fisioldgica (como control negativo) intradérmicamente en
distintos sitios del antebrazo del paciente. La reaccién inflamatoria generada fue evaluada
48 horas post inoculacion. Ademas se tomaron muestras de sangre venosa para examenes
de laboratorio y andlisis inmunoldgicos previos al test de DTH. Posterior al test, los pacientes

se realizaron una mpRNM de seguimiento.
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Se definid como variacidn significativa de laboratorio a nivel individual, una cambio de
25% del APE respecto al valor basal medido al término de la neoadyuvancia, siguiendo la
recomendacion del Prostate Cancer Working Group*33

Todos los pacientes fueron sometidos a prostatectomia radical con linfadenectomia pelviana

extendida?’ entre los dias 85 y 90 del protocolo.

Fase de seguimiento

La fase de seguimiento se inicid desde el egreso postoperatorio. Todos los pacientes fueron
controlados a los 14 dias postoperatorios para retiro de sonda uretrovesical y control
postoperatorio inmediato. Posteriormente, los pacientes fueron controlados a los 30 dias
postoperatorios con APE y andlisis histopatoldgico de las piezas operatorias.

Entre 45 y 60 dias postoperatorios los pacientes fueron evaluados por el comité oncolégico
del Servicio Metropolitano Norte.

Desde el control de los 30 dias postoperatorios, los pacientes fueron controlados con APE,
cuestionarios de calidad de vida y evaluacion de efectos adversos cada 3 meses durante 2

anos.

Lineas celulares y generacién de lisados tumorales

Se utilizaron lineas celulares de cancer de préstata DU-145, PC-3 y LnCap obtenidas a partir
de lesiones metastasicas. Las lineas Mell, Mel2 y Mel3 fueron establecidas en el Laboratorio
de Inmunologia Antitumoral de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, a partir
de lesiones metastasicas de melanoma maligno. Todas las lineas fueron cultivadas en medio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (Gibco), 1% de L-glutamina
(Gibco) y 1% de Penicilina-Estreptomicina (Gibco).

Para la generacidn de lisado tumoral de préstata, las células de cada una de las lineas de
cancer de proéstata descritas fueron recolectadas y resuspendidas en medio AIM-V (Gibco)
en igual proporcion; luego fueron sometidas a shock térmico, incubandolas por una hora a
42°C vy luego dos horas a 37°C. Posteriormente fueron lisadas mediante congelacion en

nitrégeno liquido y descongelacion a 37°C por tres veces. Finalmente, el lisado generado fue
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irradiado a 60 Gy, para ser almacenado a -80°C. El lisado tumoral de melanoma TRIMEL se

produce de la misma manera, utilizando las lineas celulares de melanoma.

Produccidn de TAPCells autélogas cargadas con lisado tumoral de préstata para tratamiento
Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron obtenidas de cada paciente
mediante leucoféresis en el Banco de Sangre del Hospital Clinico de la Universidad de Chile,
y fueron separadas por medio de gradiente de densidad utilizando Ficoll- Hypaque (Axis-
Shield). Las PBMC fueron cultivadas en medio AIM-V (Gibco) durante 2 horas. Las células no
adherentes fueron eliminadas y se agregd medio AIM-V suplementado con rhiL-4 (500 U/ml)
(US Biological) y rhGM-CSF (800 U/ml) (Shering Plough) por 22 horas, y luego fueron
cultivadas por 24 horas con lisado tumoral de préstata (PCCL) (80ug/ml), TRIMEL (20 ug/ml)
y rhTNF-a (20 U/ml) (US Biological). Finalmente, las células fueron cosechadas,
criopreservadas en soluciéon de congelacion formada por 90% de suero autélogo y 10% de

DMSO y almacenadas en nitrégeno liquido a -196°C.

Toxicidad, Tolerabilidad y complicaciones quirargicas

La toxicidad fue evaluada a través de una anamnesis por sistemas y examenes de laboratorio
generales en cada inmunizacion y al momento del test de DTH, asi como en cada control
postoperatorio, categorizandose segln el NCI CTCAE v.5.0. Los exdmenes controlados fueron
hemograma, perfil bioquimico, perfil hepatico, electrolitos plasmaticos y orina completa.

La calidad de vida fue evaluada en cada inmunizacién y en el test de DTH, asi como en cada
control postoperatorio, utilizando el cuestionario autoaplicado European Organization for
Research and Treatment of Cancer Quality of Life Core Questionnaire (EORTC QLQ-C30),
traducido al espafiol y validado en Chile. Los puntajes de todas las escalas fueron obtenidos
de acuerdo a las instrucciones de la EORTC34,

Las complicaciones quirurgicas fueron evaluadas utilizando la escala de Clavien Dindo

validada en urologia segun las recomendaciones de la Sociedad Europea de Urologia'®.

Procesamiento y andlisis de las muestras de anatomia patoldgica
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Tanto la pieza de la prostatectomia radical como los linfonodos resecados en la cirugia fueron
procesados en Laboratorio CyS, segln estdndares recomendados®. Se realizaron dos
reportes de biopsia, por dos patélogos independientes, y de manera enmascarada, sin
conocer antecedentes clinicos ni histopatolégicos previos.

También ambos patélogos, de manera independiente y enmascarada, revisaron las muestras
de biopsias diagndsticas preoperatorias obtenidas por puncion y realizaron un reporte de
estas muestras.

Ademas del reporte anatomopatoldgico estandar de acuerdo a la “International Society of
Urological Pathology” (ISUP), se describié la presencia de “upgrading” o “downgrading” de
la biopsia definitiva en relacion a la biopsia preoperatoria, definiendo esto como un

incremento o descenso en el grado ISUP de la lesion tumoral indice.

Andlisis de respuesta inmune tumoral:

Se realizd un analisis de infiltracion inmunoldgica intratumoral a partir de muestras
histopatoldgicas del tumor fijado en formalina y parafina de biopsias preoperatorias como
de biopsias definitivas. En caso de tumores multifocales se analizé la lesién indice de acuerdo
a la recomendacion de la ISUP 36 definida como la lesién con el ISUP score mas alto. En
caso de presentar dos lesiones con el mismo ISUP score, se definiéd como lesidn indice la de
mayor tamafio. Las muestras fueron seleccionadas y marcadas por un patélogo experto

luego fueron desparafinadas en una bateria decreciente de etanol hasta agua destilada.

Se realizd la recuperacién de antigenos en buffer TRIS EDTA (pH 8,0) a 95 grados Celsius
durante 36 min. La union a proteinas inespecificas fue bloqueada con suero equino del kit
ABC VectorlLabs por 20 minutos. Las placas fueron incubadas con anticuerpo de acuerdo a
la recomendacién del fabricante: Anti CD4 (Clone SP 35): Anti CD8 (clon SP57) y luego se
realizd contratincion con hematoxilina. Las fotografias fueron obtenidas mediante el
Microscopio de laboratorio Lacym. La cuantificacion de la infiltracion linfocitaria fue

determinada utilizando el software Image J a través del Threshold Method*?”.

Test Cutaneo DTH:
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Los pacientes fueron sometidos el dia 80 del protocolo, a un test cutaneo de DTH contra
lisado tumoral. 150 pL de lisado tumoral de prostata (4 ug/uL), CCH 150 pL (Img/ml) y 150puL
de solucién fisiolégica (como control negativo) fueron inoculados intradérmicamente en
distintos sitios de un antebrazo del paciente. La reaccién inflamatoria generada por las
distintas inoculaciones fue evaluada 48 horas mas tarde. Se definié como test DTH positivo
un aumento de volumen indurado y eritema mayor a 5 mm en el sitio de inoculacién, en

comparacion al control negativo (solucion fisiolégica)!t412°,

Evaluacion de respuesta clinica:
Se definidé a pacientes respondedores aquellos que presentaron un test DTH +, ademads se
realizaron mediciones seriadas de APE antes del inicio de la inmunizacién, al término de la

inmunizacién y previo a la prostatectomia radical con linfadenectomia pelviana.

mpRNM

Los pacientes se realizaron una mpRNM antes de iniciada la inmunizacién y otra una semana
antes de la prostatectomia radical. Ambos examenes fueron evaluados por un radidlogo
entrenado en mpRNM, que emitié un informe de acuerdo a las recomendaciones del
American College of Radiology, utilizando el sistema PIRADS version 23>, Se evalud
dirigidamente cambios en el volumen tumoral de la lesion indice, definida como la lesién con
el PIRADS mas alto. En el caso de 2 0 mas lesiones con igual PIRADS, se considerd como lesién
indice la que presentd extensidn extraprostatica. Si ninguna lesién la presenta, se definio
lesién indice la de mayor tamafio. Ademads se evaluaron cambios en ADC y se emitid un
informe complementario de acuerdo a las definiciones de imRECIST** para evaluar respuesta

imagenologica a la terapia neoadyuvante.
Anadlisis estadistico

Para determinar la normalidad de los resultados, se utilizaron las pruebas de

Skewness/Kurtosis, Shapiro-Wilk y Shapiro-Francia. En los resultados con distribucion
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normal, se utilizd la prueba t pareada. En muestras no normales se aplico el test del signo de
Wilcoxon pareado. Para analisis del cuestionario EORTC QLQ-C30 se utilizd la prueba de
ANOVA no paramétrico. Para determinar la sobrevida libre de progresién se utilizé el método
de Kaplan-Meier y test de log-rank. En todos los casos se considerd significancia estadistica
un error alfa menor de 5% (valor de p inferior a 0,05). Se utilizd para estos analisis el

programa GraphPad Prism 7.0y Jamovi 2.2.4

Resultados:

Pacientes:

Se reclutaron 7 pacientes con diagnostico de cancer de prdstata drgano-confinado, riesgo
intermedio o alto seglin D’Amico, candidatos a prostatectomia radical entre abril de 2019 y
septiembre 2019. Todos ellos cumplieron con los criterios de inclusién predefinidos vy
firmaron un consentimiento informado previo a la inclusion en el protocolo de investigacion.
La tabla 1 resume las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes al momento de
ingresar al estudio. Un 85,7 % (n=6) de los pacientes reclutados fueron de alto riesgo segun
D'amico, mientras que sélo un 14,3% (n=1) fue de riesgo intermedio no favorable. La
mediana de antigeno de los pacientes al momento del diagndstico fue de 19,85 ng/ml (6,24
- 50,47 ng/ml). Todos los pacientes se realizaron estudios de etapificacion con cintigrama
6seo y tomografia computada de abdomen vy pelvis con contraste, los que no mostraron
evidencia de diseminacion a distancia. La totalidad de los pacientes completaron las 4 dosis

de inmunizacién neoadyuvante indicadas.

Durante la inmunizacién se evalud con examenes de laboratorio la funcién renal, hepatica y
hematoldgica sin presentar variaciones significativas durante la terapia. Luego de
completada la terapia neoadyuvante, todos los pacientes se realizaron una prostatectomia
radical y linfadenectomia pelviana a cielo abierto. La mediana de APE previo a la cirugia fue
de 20 ng/ml (7,51-42,8 ng/ml), la que no difiere estadisticamente del APE pre quirurgico (p=
0,375)(figura 2a). Sin embargo, en relacion a la variacién individual del APE, se observa que

3 pacientes presentaron variaciones mayores a 25% durante la neoadyuvancia, dos con
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incrementos y uno con una disminucion (figura 2b). Ningun paciente demostré progresion
clinica en relacion al examen digital rectal ni a cambios de riesgo de D'amico una vez

terminada la inmunizacién neoadyuvante.

Durante la fase de seguimiento, 3 pacientes presentaron una RB, la mediana de tiempo a la
RB fue de 12 meses. Cada paciente con RB fue re-etapificado y tratado segun las
recomendaciones del comité oncoldgico local. En los 3 casos, la re-etapificacion no mostro
evidencia de diseminacion a distancia, por lo que se decidio realizar tratamiento de salvataje
con terapia de deprivacion androgénica y radioterapia. Ademas, considerando el alto riesgo
de progresién, en un paciente se decidio realizar tratamiento adyuvante con radioterapia y
terapia de deprivacion androgénica inmediatamente posterior a la cirugia, aln cuando éste
no presentaba RB. Asi la mediana de sobrevida libre de re tratamiento fue de 12 meses para

la cohorte (figura 3).

Toxicidad, Tolerabilidad y complicaciones quirargicas

En términos de toxicidad a la inmunizacién con TAPLCELLS, se reportaron 5 eventos adversos
en 4 pacientes. De éstos, 4 correspondieron a prurito en el sitio de inoculacién y 1 a dolor
en el sitio de puncion. Todos estos efectos adversos fueron autolimitados con duracion
menor a 24 horas y no requirieron ninguna intervencion farmacoldégica adicional, por lo que
fueron clasificados como toxicidad grado | y Il de acuerdo a CTCAE. La tabla 2 resume los
efectos adversos identificados.

En relacion a calidad de vida, la terapia fue bien tolerada presentando una mediana de
91,7% de estatus de salud global al inicio del tratamiento segun el cuestionario EORTC-
QLC30, el que no se alterd significativamente durante la inmunizacidon neoadyuvante, con
una mediana al final del tratamiento de 91,7%. Sin embargo, se observé un deterioro de la
salud global significativo posterior a la prostatectomia radical de 19,5 % en promedio
(p<0,0003), el que se recupera alrededor al afio posterior al tratamiento quirurgico llegando
a niveles basales. La figura 4 muestra la evolucién global de salud y por dominio funcional y
la figura 5 resume el dominio sintomatico de cada esfera analizada en el cuestionario durante

el periodo de estudio.
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Del punto de vista quirurgico, la mediana de tiempo operatorio fue de 180 min (140 - 190),
la mediana de sangrado fue de 900 cc (600 - 1200cc). Se reportaron 4 complicaciones Clavien
DINDO nivel 2 correspondientes a 4 pacientes (57,14%): tres requirieron transfusién de
glébulos rojos en el perioperatorio y una crisis hipertensiva manejada con ajuste
farmacoldgico de su terapia habitual. La mediana de dias de hospitalizacion fue de 3,5 dias
(rango 3 - 5). Ademas de forma subjetiva se preguntd al equipo quirurgico, si en base a su
experiencia previa, notaron alguna diferencia en la dificultad técnica de la cirugia, refiriendo
en el 100% de los casos que estaba dentro del estandar técnico habitual la tabla 3 resume

estos hallazgos.

Respuesta inmune Test DTH

En relacion a la respuesta inmune medida como test DTH+, 6 pacientes (85,6 %) resultaron
con un test positivo a PCCL, al término de la inmunizacién neoadyuvante, mientras que sélo
1 paciente (13,4%) resulté negativo. Ademds 4 pacientes presentaron test DTH +a CCH y el
100% presentd test DTH — al control con suero fisioldgico. La figura 6 muestra test DTH de 2

pacientes.

mpMRI

Previo al inicio de la inmunizacidn, todos los pacientes se realizaron una mpMRI. La tabla 4
resume las caracteristicas imagenoldgicas principales de las lesiones durante el periodo de
estudio. El 100% de los paciente tuvo al menos 1 lesién clinicamente significativa, definida
como aquellas PIRADS v2 4-5; 5 pacientes (71,4%) tenian al menos 2 lesiones clinicamente

significativas en la mpMRl inicial.

En cuanto al compromiso local, 5 pacientes (71,4%) mostraron lesiones sospechosas de
presentar compromiso extracapsular, ningin paciente evidenciaba linfonodos sospechosos
de acuerdo a criterio de tamafio. Una vez completado el protocolo de inmunizacion, los
pacientes se realizaron una mpMRI de control en la que no se observé progresion clinica de

ninguna de las lesiones identificadas mediante mpMR, medidas en relacién a tamafo,
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compromiso local o PIRADS v2. En esta linea, todas las lesiones cumplieron criterios de
estabilidad de acuerdo a RECIST e iRECIST. No se identificaron variaciones significativas en el
mapa ADC de las lesiones indice estudiadas. Tampoco se evidencié la aparicién de

mpMRI basal y posterior a inmunizacién neoadyuvante.

Anatomia patoldgica.

En relaciéon a la biopsia previa se observd que dos pacientes (28,5%) presentaron
downgrading de sus ISUP score y 2 pacientes (28,5%) presentaron upgrading de sus ISUP
score. No se observaron pacientes con respuesta patoldgica completa pTO posterior a la
neoadyuvancia. 3 pacientes presentaron compromiso extracapsular en la patologia definitiva
y 2 pacientes (28,58%) presentaron margen quirdrgico positivo. El promedio de linfonodos
resecados por paciente fue de 31,3 (16-70), de éstos 3 pacientes (42,8%) mostraron
compromiso linfonodal por adenocarcinoma de prdstata, un paciente presenté 4 linfonodos
positivos, un paciente 3 linfonodos positivos y uno 1 linfonodo positivo. La tabla 5 resume

las caracteristicas patoldgicas de los pacientes estudiados.

Infiltracidn Linfocitaria.

En relacion a la infiltracidon linfocitaria, se observé que la inmunizacion neoadyuvante fue
capaz de incrementar la infiltracion por linfocitos CD8 +, al comparar el drea tumoral
infiltrada en la biopsia por puncién (realizada previa a la inmunizacién neoadyuvante) versus
el area tumoral infiltrada en la biopsia definitiva. No se observaron cambios en los niveles de
infiltracién de linfocitos CD4+ con la inmunizacidon neoadyuvante a nivel intratumoral. Las

figuras 8 y 9 resumen los hallazgos descritos.

Discusion:
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El cancer de prostata de alto riesgo y riesgo intermedio no favorable, requiere un manejo
terapeutico multimodal, dado el alto riesgo de RB, que puede llegar entre un 30-50% de los
pacientes a 10 afios. Estos pacientes tienen un mayor riesgo de requerir tratamientos
adicionales de segunda y tercera linea que incrementan los costos y aumentan la morbilidad
de los pacientes®?. Por tanto, se hace necesario el estudio de terapias que puedan tener un
efecto local previo a la cirugia definitiva, con el fin de optimizar y facilitar el tratamiento local
y que adicionalmente puedan tratar el componente sistémico de la enfermedad dado por
micrometastasis, que no siempre son diagnosticadas con métodos convencionales, pudiendo
ser responsable de una causa de recurrencia precoz y tardia de la enfermedad®3®'3°,
Tedricamente, la neoadyuvancia puede reducir el tamafio tumoral asi como tratar las
micrometastasis, disminuyendo el riesgo de recidiva. Ademas ofrece una ventana de
observacién in vivo para evaluar el efecto de la terapia a nivel tumoral.

Lamentablemente a la fecha no existe una terapia sistémica neodyuvante con beneficios
probados previo a la prostatectomia radical®3. Si bien con la aprobacion de sipuleucel-T por
parte de la FDA en el afio 2010, existid un gran optimismo inicial en el tratamiento mediante
inmunoterapia del cancer de prdstata, esto no se ha materializado a la fecha en terapias con
eficacia probada. Actualmente estan en curso sélo 4 estudios, evaluando distintas

inmunoterapias como manejo de cancer de prostata en relacion a terapia neoadyuvante4°,

En nuestros resultados de este estudio fase I-ll, hemos observado en primera medida que la
terapia neoadyuvante con TAPCELLS es un tratamiento seguro y bien tolerado, con efectos
adversos leves, de corta duracion, que no requieren intervenciones adicionales y que no
impactan la calidad de vida de los pacientes. Esto es concordante con los hallazgos
previamente descritos para TAPCELLS en el tratamiento con melanoma asi como para el
tratamiento de pacientes con cancer de prdstata resistente a la castracion''#2>, Esto ademds
es concordante con otros estudios que han evaluado otras inmunoterapias. Fong et al*#!
previamente ha reportado en pacientes con cancer de préstata drganoconfinado que

sipuleucel-T neoadyuvante produce soélo leve a moderados efectos adversos y que estos
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tienden a ser autolimitados. Mismos hallazgos han sido descritos para otras modalidades de
inmunoterapia en cancer de prostatad14°,

Una limitacién importante en nuestro estudio fue la dificultad en el reclutamiento de
pacientes ya que sélo alcanzamos 7 de un total de 20 pacientes proyectados; este fendmeno
no es nuevo y diversos estudios clinicos han debido cerrar por un bajo reclutamiento de
pacientes. Un estudio de docetaxel neoadyuvante en cancer de prdstata multicéntrico,
liderado por el instituto nacional del cancer canadiense, tuvo que cerrar por lograr reclutar
48 de 530 pacientes estimados**?. El ensayo NCT02494713, fue un estudio abierto de un solo
brazo en hombres con cancer de prostata no metastasico y localmente avanzado elegibles
para prostatectomia radical. Los pacientes debian recibir cuatro inyecciones de degarelix y
dos ciclos de quimioterapia de 8 semanas con doxorrubicina y ketoconazol.
Desafortunadamente, el estudio se termind después de reclutar solo 4 pacientes en 2 afios.
De manera similar, el ensayo NCT01531205, un estudio de un solo brazo que evalud el
cabazitaxel neoadyuvante y un agonista LHRH también fue suspendido luego de reclutar solo
2 pacientes durante 16 meses'#3. Esta dificultad inherente a la realizacién de todo estudio
clinico, sobretodo en etapas en que existen tratamientos de probada efectividad, se vio
impactada severamente con el estallido social y la pandemia de COVID-19 que afectaron
nuestro pais, alterando el normal funcionamiento de los centros participantes e impidiendo
reclutar mas pacientes para nuestro estudio. Es por esto que la ventana de reclutamiento en
nuestro estudio fue relativamente corta en comparacion a experiencias internacionales en
que, por ejemplo, Sasaki et al reclutaron 21 pacientes para un estudio de neoadyuvancia con
docetaxel y terapia de deprivacion androgénica en un lapso de 5 afios'#4.

Si bien consideramos que la falta de reclutamiento en nuestro estudio no nos permite hacer
conclusiones significativas respecto a la efectividad clinica, si podemos concluir que la terapia
es factible, segura y bien tolerada, lo que es concordante con otros estudios publicados
inicialmente en neoadyuvancia y que han permitido disefiar estudios fase lll para evaluar la
efectividad. En esta linea Vuky y colaboradores publicaron sus hallazgos de un estudio fase Il

de docetaxel asociado con GVAX, como terapia neoadyuvante previo a la prostatectomia

radical en que se reclutaron 6 pacientes y sdlo 5 completaron el protocolo de estudio,
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mostrando la seguridad y tolerabilidad de la aproximacion terapeutica'®®. En esta linea de
seguridad es destacable que un 100% de nuestra cohorte completd el tratamiento, sin
presentar efectos adversos severos y sin reportar complicaciones significativamente distintas
a las habitualmente descritas para una prostatectomia radical con linfadenectomia ampliada.
Esto resulta muy interesante ya que en estudios que han utilizado docetaxel como terapia
neoadyuvante hasta un 13 % de los pacientes presenta efectos adversos severos previo a la

prostatectomia radical y un 25% requirieron disminucién de la dosis administrada®®.

Un aspecto fundamental al evaluar tratamientos neoadyuvantes, es que durante el
tratamiento los pacientes no presenten progresion clinica de la enfermedad y puedan perder
su ventana de tratamiento con intencion curativa. En nuestra cohorte observamos en
términos globales estabilidad del APE, estabilidad clinica en relaciéon a DRE y estabilidad
imagendlogica en cuanto al tamafio tumoral y compromiso locorregional. Si bien estos
hallazgos nos permiten hablar que durante el periodo de estudio los pacientes no
presentaron progresiéon clinica ni imagenologica, es importante destacar que tampoco
evidenciamos regresion clinica, de laboratorio o imagenoldgica significativas. Esto contrasta
con otras modalidades de tratamiento neoadyuvante. Consistentemente en estudios con
terapia de deprivacién androgénica neoadyuvante, se ha descrito una disminucién
significativa del APE y del tamafio prostatico'>43. Sin embargo esto no ha logrado
correlacionarse con una disminucién en el riesgo de RB, sobrevida global o sobrevida cancer
especifica®. Similares hallazgos se describen en multiples estudios que utilizaron docetaxel
asociado con distintas terapias de deprivacion androgénica como terapia neoadyuvante
previo a la cirugia'#44. Esto se explica por la naturaleza citotdxica de estas terapias y su
efecto tanto en tejido prostatico normal como tumoral, a diferencia de distintas
inmunoterapias en que se describen patrones de respuesta atipicos como: reduccion
retardada del tamafio del tumor, respuesta mixta o un aumento de la carga tumoral inicial
debido a un aumento en el tamafio de la lesién y / o aparicidén de lesiones tumorales nuevas

146

con una disminucion posterior de la carga tumoral, denominada pseudoprogresién** y que

ha impactado incluso en cambios en los reportes imagenoldgicos como iRECIST#6.  Sin
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embargo en nuestra cohorte, tampoco tuvimos evidencia de respuesta imagenoldgica
medible con criterios de iRECIST. Si bien, en términos globales durante la inmunizacion
neoadyuvante no hubo cambios significativos respecto a pardametros clinicos o de
laboratorio, llama la atencion el incremento individual significativo de APE, definido como
incrementos mayores al 25% respecto al basal en dos pacientes durante la terapia
neoadyuvante, en que pesar de este incremento no significé un cambio en su score de riesgo
medido segin D"'Amico. Multiples hipdtesis se pueden plantear al respecto: conocida es la
variacion diaria y mensual intraindividual del APE, pudiendo esta llegar a un 10% mensual en
pacientes diagnosticados de cancer de préstata y 20 % en pacientes no diagnosticados de

cancer ¥/

, por lo que si bien el APE es una buena herramienta de sospecha clinica de un
cancer de prostata subyacente, su rol como indicador de respuesta a terapias debe ser
evaluado juiciosamente en relacién a otras variables clinicas y anatomopatoldgicas.
Pacientes con cancer de prostata en vigilancia activa con PSA entre 10-20 no han demostrado
tener peores resultados oncoldgicos ni patoldgicos, independiente de la velocidad de
progresion del antigeno#’. Bajo esta misma premisa, alzas significativas de APE en pacientes
en vigilancia activa, no son por si misma una indicacién de que el paciente requiera
tratamiento activo?®, por lo que creemos que si bien es un dato a tener en consideracion, al
presentarse de forma aislada y no asociado a otras variables de progresién no podemos sacar

reales conclusiones de este hallazgo en nuestra cohorte y debe investigarse en profundidad

en estudios futuros con mayor poblacion y grupos control.

Multiples investigaciones recientes han mostrado el impacto de la mpMRI en la mejoria de
la deteccidén de lesiones clinicamente significativas, etapificacion de los pacientes con cancer
de prdstata y seguimiento de pacientes en vigilancia activa3*>*>'#8. No obstante, por su
naturaleza multiparamétrica, la interpretacion de los hallazgos es compleja y presenta gran
variabilidad interobservador!#®. Por esto distintas sociedades de radiologia recomiendan
para su estandarizacién el reporte estandarizado basado el PIRADS V2, realizado en centros
de alto volumen y con radidlogos expertos para disminuir la variabilidad y mejorar la

reproducibilidad de los hallazgos'#® . Recientes reportes habian mostrado una correlacion en
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cambios en el ADC y mayor infiltracién linfocitaria intratumoral®®, sin embargo en nuestra
serie, si bien, observamos mayor infiltracién de linfocitos CD8+ a nivel tumoral, esto no se
correlacioné con cambios medibles a nivel de la mpMRI, lo que si bien puede ser explicado
por la pequefia pero significativa variacion de la infiltracidn linfocitaria. También pudiese
deberse a falta de estandarizacién y reproducibilidad del método, lo que debera se resuelto
en futuras investigaciones. Llama la atencidon que en nuestra serie ningun paciente
presentaba sospecha de compromiso linfonodal previo a la cirugia. Sin embargo en los
estudios histopatoldgicos posteriores, se observd que 3 pacientes presentaba compromiso
linfonodal. Este hallazgo, si bien es desalentador en términos de la real utilidad de la mpMRI
en la evaluacién de la respuesta clinica a terapias neoadyuvantes, es concordante con la
literatura, en que se describe que la sensibilidad y el valor predictivo negativo de la mpMRI

149 por lo que

para deteccion de compromiso linfonodal ronda el 36 y 57% respectivamente
si bien es un estudio til en la etapificacion local, tiene limitaciones en la etapificacidon a nivel
regional que deben ser consideradas a la hora de utilizarla como herramienta de

monitorizacién de respuesta clinica.

En términos de la realizacion de la prostatectomia radical, destaca que un 100% de los
pacientes se realizd esta cirugia sin incidentes, los tiempos operatorios y complicaciones

perioperatorias de nuestra cohorte fueron similares a lo registrado en cohortes historicas de

151 27,152

nuestro centro*>* y ademas fueron concordante con la literatura uroldgica

y
concordante con experiencias en otros érganos en que cirugias realizadas posterior a
tratamientos neoadyuvantes con inmunoterapia no presentan mayor indice de
complicaciones que las cirugias estandar>. En relacion a los resultados quirldrgicos no se
observd mayor dificultad técnica al momento de realizar la cirugia; esto es apoyado por los
resultados patoldgicos que son concordantes con la evidencia internacional para cancer de
prostata de alto riesgo, en las que recientemente se ha descrito en un metaanalisis de 42
estudios, en que se evidencian tasas de margen quirurgico positivo entre un 18-42% vy

compromiso linfonodal entre un 1,9-37,4%>2. En nuestra cohorte 3 pacientes requirieron

transfusiones sanguineas durante el perioperatorio. En la literatura se describe que entre un
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3,5-62,5% de los pacientes sometidos a una prostatectomia radical pueden requerir
transfusiones de sangre®*'>>_Si bien se ha descrito que las transfusiones perioperatorias
pueden tener un efecto deletéreo en relacién a la sobrevida a largo plazo en pacientes con
distintos tipos de tumores sdlidos, como cancer gastrico, colon, colangiocarcinoma, entre
otros °, debido a un fendmeno descrito como inmunomodulacidn relacionada con la
transfusién, en el que se observa una depresion transitoria del sistema inmunolégico
secundaria a la transfusion de hemoderivados>’ . Se han descrito también algunos efectos
benéficos en ciertos grupos de pacientes como receptores de érganos trasplantados o en

157 Sin embargo la evidencia respecto al efecto

algunas enfermedades autoinmunes
deletéreo de la transfusion de hemoderivados en cancer de préstata es poco concluyente.
En Corea se ha descrito retrospectivamente que la transfusién de hemoderivados disminuye
la sobrevida libre de RB y céncer especifica'®®. En el estudio mds grande, realizado por
Boehm et al, en que se analizaron 11723 pacientes sometidos a prostatectomia radical, se
observd que la transfusion de hemoderivados no se relaciond con ningln outcome
oncoldgico relevante!®. Si bien podriamos suponer que el efecto inmunosupresor de la
transfusién podria afectar deletéreamente la respuesta a una inmunoterapia, en nuestro
protocolo de neoadyuvancia, la estimulacién de la respuesta inmune ocurre mucho antes de
la transfusién. En esta linea 6 de nuestros pacientes, tienen evidencia sistémica mediante
test DTH + contra PCCL por lo que creemos que el efecto inmunosupresor de las
transfusiones, si existiese, seria mas bien limitado. No obstante, seria interesante ampliar el

ndmero de pacientes reclutados para realizar una afirmacion consistente al respecto

comparando poblacion transfundida versus quienes no requirieron transfusiones.

Todos los pacientes de la cohorte completaron 2 afios de seguimiento clinico y oncoldgico.
Durante este seguimiento, 3 pacientes presentaron una RB, de los cuales el 100 % recibio
tratamiento de salvataje con radioterapia y terapia de deprivacion androgénica, 1 paciente
recibio tratamiento adyuvante posterior a la cirugia y 3 pacientes persisten sin evidenciar
progresidon clinica ni imagenoldgica. Estos datos son concordantes con la literatura de

53,160

pacientes de cancer de préstata de alto riesgo previamente descrita y no se observa un
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impacto significativo de la inmunizacién neoadyuvante con TAPCELLS en términos de mejoria
de la sobrevida libre de RB y sobrevida libre de tratamiento, sin embargo al ser una cohorte
pequefia creemos que no podemos sacar mayores conclusiones respecto al impacto clinico
real de la terapia y esto debe ser reservado para estudio posteriores con un mayor numero

de pacientes.

En relacién a la respuesta inmunoldgica sistémica, destaca que un porcentaje significativo de
los pacientes mostrd test DTH + para PCCI (seis de 7 pacientes) , lo que nos permite inferir
que TAPCELLS es capaz de desencadenar al menos una respuesta inmune sistémica
especifica en un porcentaje significativo de los pacientes. Apoyando esta afirmacion respecto
a la especificidad de la respuesta, en nuestra serie sélo 4 pacientes presentaron un test DTH
+ para CCH y ninguno para el control. Este nivel de respuesta es levemente mayor al
reportado previamente por nuestro grupo en otros escenarios clinicos'#'?>. Una posible
explicacidon pudiese ser que este tratamiento es administrado en etapas tempranas de la
enfermedad en donde la respuesta inmunoldgica se encuentra mas conservada, lo que es
concordante con lo descrito para pacientes con melanoma etapa Ill tratados con TAPCELLS
quienes mostraron 100% de reaccion DTH +, por el contrario solo un 68% de los pacientes
en etapa IV tuvieron un test DTH+'4. Sin embargo, dado el bajo nimero de pacientes
reclutados, esto pudiese corresponder solo a un artefacto estadistico. De forma interesante
llama la atencion que el Unico paciente que presentd DTH -, a su vez presentd una progresion
significativa de su APE durante la neoadyuvancia, lo que pudiese representar una falta de
respuesta inmunoldgica a la terapia. Esto es concordante con hallazgos previamente
reportados, en que el mayor beneficio clinico de pacientes sometidos a terapia con TAPCELLS
fue observado en pacientes con melanoma etapa IV, cuyo test DTH fue positivo. Este test
positivo, no solo predijo los pacientes que tendrian mayor beneficio clinico en términos de
sobrevida, si no que ademas se correlaciono con una leve pero significativa disminucién de

linfocitos T reguladores medidos en sangre periférica 4.
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A nivel de respuesta inmune local, en nuestra cohorte observamos una pequefia pero
significativa mayor infiltracién de linfocitos CD8+ intratumorales al comparar la biopsia por
puncion con la biopsia de la pieza operatoria obtenida posterior a la inmunizacion
neoadyuvante. Este hallazgo resulta muy interesante, ya que se ha asociado que mayores
niveles de infiltracion tumoral de linfocitos CD8+ son un factor predictivo de mejor sobrevida
global y cancer especifica en pacientes con cancer de préstata de alto riesgo sometidos a
prostatectomia radical'®’. De forma concordante con nuestro estudio, utilizando una
aproximacion similar utilizando TRIMELVAX, una vacuna genérica contra melanoma en un
modelo murino, se demostrd que esta es capaz de aumentar la infiltracion de linfocitos CD8+
y que esto se correlacionaba con disminucion en el tamafio tumoral'*® lo que permite inferir
que TAPCELLS pudiese ser una estrategia que permita convertir tumores frios, por su baja
infiltracién linfocitaria, en tumores calientes. Si bien hemos visto una mayor infiltracién de
linfocitos CD8+, es importante considerar que existen subpoblaciones linfocitarias que no
fueron evaluadas en este estudio. Se ha visto que la poblacién de linfocitos CD8+
intratumorales, puede ser subclasificada seglin los niveles de expresién de PD-1,
evidenciando que altos niveles de expresiéon de PD-1 se asocia con peores outcome
oncoldégicos y por el contrario bajos niveles de expresion de PD-1 con mejores resultados
oncoldgicostt>%2  Estudios previos utilizando Sipuleucel y TRIMELVAX habian reportado
aumento en la poblacion de linfocitos CD4 a nivel tumoral, y sipuleucel especificamente de
linfocitos CD4+ FOXP3-, esto no fue observado en nuestra cohorte, sin embargo en nuestra
aproximacion, no evaluamos subpoblaciones de linfocitos CD4+ donde si pudiesen haber
sido detectados cambios. Si bien nuestros hallazgos iniciales pueden ser interesantes, estos
datos deben ser validados en futuras investigaciones en las cuales no solo se determine la
infiltracién linfocitaria a nivel general, sino que también a nivel de subpoblaciones

linfocitarias.

Conclusiones
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Basado en nuestros hallazgos podemos concluir que TAPCELLS es una terapia segura y bien
tolerada, en pacientes con cancer de préstata drgano confinado, sin impacto significativo en
la calidad de vida de los pacientes, que permite realizar la prostatectomia radical y
linfadenectomia extendida sin mayores complicaciones, capaz de estimular una respuesta
inmune especifica a nivel sistémico, y una probable respuesta inmunolégica a nivel
intratumoral. Dado el pequefio tamafio muestral estos hallazgos deben ser confirmados en

estudios futuros con mayor tamafio muestral e incluyendo un grupo control.
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Figuras

Bajo Riesgo

Riesgo Intermedio Alto Riesgo
-T1-T2a -T2b -T2c-T3
-PSA <10ng/ml -PSA 10-20 ng/ml -PSA >20ng/ml
-Gleason 6 0 menor -Gleason 7 -Gleason 8-10

-Observacion activa /
Espera Vigilada
-Prostatectomia Radical
-Radioterapia Externa

-Prostatectomia Radical
(considerar
linfadenectomia pelviana
extendida)

- Radioterapia Externa

-Radioterapia Externa
con Terapia de
Deprivacién Androgénica
-Prostatectomia Radical
con linfadenectomia
pelviana extendida

Figura 1. Recomendaciones de modalidades de tratamiento en cdncer de préstata érgano-

confinado segun riesgo de recurrencia de acuerdo a criterios de D’Amico. Adaptada de Guias

NCCN para el tratamiento de CaP!

404

Ape ng/ml

20+

601

404 mM

Ape ng/ml

20

N A S

Numero de paciente
p=0.3750

Il Ape basal
Ape preop

A

Figura 2(a) mediana de Ape basal y preoperatoria del grupo de estudio, no se observaron

diferencias significativas en términos globales en el grupo de estudio entre el ape basal y el
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ape preoperatorio, posterior a la inmunizacion neoadyuvante con TAPCELLS. wilcoxon rank
test p=0,3750

2(b) Ape basal vs preoperatorio a nivel indivual. 3 pacientes presentaron cambios
significativos en su Ape, durante la inmunizacion neoadyuvante, los pacientes 2 y 4
presentaron progresidon bioguimica y el paciente 3 presentd una disminucidn significativa.
Los pacientes 1, 5, 6y 7 presentaron estabilidad bioquimica.

M :variaciones mayores a 25% respecto al basal.

Sobrevida libre de recidiva bioquimica Sobrevida libre de tratamiento
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Figura 3.- a.- Sobrevida libre de recidiva bioquimica de pacientes que completaron el
protocolo de investigacion, los pacientes que presentaron RBQ (3) fueron sometidos a re-
etapificaciéon y posteriormente radioterapia de salvataje + terapia de deprivacién
androgénica.

b.- Sobrevida libre de tratamiento de pacientes que completaron el protocolo de
investigacion. Un paciente recibié radioterapia adyuvante y 3 pacientes radioterapia de

salvataje, en ambos casos asociado a terapia de deprivacidén androgénica por 2 afios.
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Estado de salud global
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Figura 4.- Escalas de funcionalidad segin EORTC QLQ-C30 durante periodo de investigacion.

Durante la inmunizacién neoadyuvante no se observa impacto en el estado de salud global,

ni en los roles funcionales, posterior a la prostatectomia radical se observa una disminucion

significativa en términos de salud global, funcidn fisica, rol funcional y social, este deterioro

se recupera al afio de la intervencién quirurgica

[

para variables con distribucion no normal.

: p value <0.05. One way anova para variables con distribucion normal, Friedman test
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Figura 5.- Escala sintomatica segin EORTC QLQ-C30 durante periodo de investigacion.
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Durante la inmunizacién neoadyuvante no se observa impacto sintomatico en los pacientes,

posterior a la prostatectomia radical Solo se observan repercusiones en términos de dolory

fatiga posteriores a la cirugia.

(]

: p value <0.05. One way anova para variables con distribucion normal, Friedman test

para variables con distribucion no normal.
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Fig 6.- Ejemplo de paciente con Test DTH + Y Test DTH —. En la figura de laizquierda se observa
una zona de induracion mayor a 5 mm en el sitio de inoculacién de PCCL, cumpliendo

criterios de DTH +. En la figura de la derecha se observa una zona indurada menor a 5 mm,

correspondiendo a DTH -.
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Figura 7.- En la figura se muestran imagenes seleccionadas de mpRNM. Las imagenes 1 son

preintervencion y las 2 post intervencion. Las letras a, b, representan secuencia T2, ADC y

DWI respectivamente. Se indica la lesion index de acuerdo a PIRADS V2. De acuerdo a

criterios RECIST se observa estabilidad imagenoldgica en la lesidn index.

Caracteristicas demograficas

Caracteristicas

N pacientes (%)

Pacientes enrolados

7 (100)

Edad (afios)

Mediana 65 (59 - 71)
Peso (kgs)

Mediana 67 (60-85)
ECOGPS=0 7 (100)
ISUP

2 1(14,3)

3 2 (28,6)

4 4(57,1)
Tacto rectal

Tic 4(57,1)

T2b 2 (28,6)

T2c 1(14,3)
Compromiso regional

NO 7 (100)
Metastasis

MO 7 (100)

APE diagndstico (ng/mL)

Mediana

19,85 (6,24 - 50,47)

Riesgo D'Amico

Bajo 0 (0)
Intermedio 1(14,3)
Alto 6 (85,7)
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Tabla 1.- Resumen de caracteristicas demograficas, clinicas y patoldgicas basales de los

pacientes reclutados en el estudio clinico. Se reclutaron 6 pacientes de riesgo alto segin

D'Amico y 1 paciente de riesgo intermedio no favorable, todos con enfermedad localizada.

Eventos adversos durante tratamiento

Evento Ne
Prurito en zona puncion (G1) 4
Dolor en zona puncién (G2) 1

Tabla 2.- Efectos adversos ocurridos desde la primera leucoforesis. Todos los efectos

adversos fueron catalogados como toxicidad grado 1y 2 de acuerdo a CTCAE

Tiempo intraoperatorio

180 min (140-190 min)

Sangrado estimado

900 cc (600-1200 cc)

Complicaciones Clavien Dindo

Nivel 2

Transfusién glébulos rojos (3)

Crisis hipertensiva (1)

Tabla 3.- Caracteristicas quirlrgicas y complicaciones perioperatorias,

estudiados, solo se presentardon complicaciones Clavien Dindo nivel 2.

de los pacientes

Lesion 1@ basal | Lesidn 2@ basal | Lesién 1@ Lesion 2@
seguimiento seguimiento
Tamafio (mm) | 21 (10 - 52) 12 (6 -22) 21 (10 - 52) 12 (6-22)
PIRADS 5(4-5) 4(3-5) 5(4-5) 4(3-5)
T
T2a 2 (28,6%) 4 (57,1%) 2 (28,6%) 4 (57,1%)
T3 5(71,4%) 3(42,9%) 5(71,4%) 3(42,9%)
ADC ( x 103
mm?s)
Promedio 1,25 (0,464 - 1,33(0,667 — 1,17 (1,1 - 1,27 (0,935 —
1,91) 1,66) 1,92) 1,56)
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Maximo 1,47 (0,54 — 1,49 (0,785 | 1,35 (1,28 — 1,37 (0,974 —
2,08) 1,71) 2,05) 1,69)

Minimo 1,2 (0,774 — 1,16 (0,547 - | 1,07 (0,808 - | 1,14 (0,81 —
1,71) 1,61) 1,76) 1,42)

Tabla 4.- Caracteristicas imagenoldgicas de la mpMRI al diagndstico y luego de completada

la inmunizacidon neoadyuvante previo a intervencion quirdrgica. En términos globales se

observd estabilidad en tamafio de la lesién index y secundaria, PIRADS y cT en las lesiones

estudiadas tampoco se observaron variaciones significativas en el coeficiente ADC.

Anatomia patoldgica de pieza operatoria

Caracteristicas

N pacientes (%)

ISUP postoperatorio

1 1(14,3)

2 1(14,3)

3 1(14,3)

4 2 (28,6)

5 2 (28,6)
Upgrading 2 (28,6)
Downgrading 2 (28,6)
Compromiso linfonodal

NO 4(57,1)

N1 3(42,9)
Margen quirurgico

Positivo 2 (28,6)

Negativo 5(71,4)

Tabla 5: Caracteristicas patoldgicas de pieza operatoria

posterior a neoadyuvancia. 6

pacientes presentaron adenocarcinoma de prostata clinicamente significativo definido como

50



ISUP 22, 2 pacientes presentaron upgrading y 2 pacientes presentaron downgrading. 3

pacientes presentaron compromiso linfonodal en la biopsia definitiva.

Puncién Prostatectomia radical

CD4+

CD8+

Figura.- 8 Representacion digital microscépica de inmunohistoquimica de muestras
obtenidas por (a) puncion previo a la inmunizacion neoadyuvante y (b) biopsia definitiva
posterior a la inmunizacion neoadyuvante con TAPCells y prostatectomia radical en que se

observan linfocitos infiltrantes de tumor CD4+ Y CD8+. Microscopia 20x.
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Figura 9.- Porcentaje de superficie tumoral infiltrada con linfocitos CD8+ (a) y CD4+ (b) en
muestra obtenida a través de biopsia por puncidn y prostatectomia radical. Se observa un
incremento significativo de la infiltracion de linfocitos CD8+ en la muestra de prostatectomia
radical posterior a la inmunizacién neoadyuvante con TAPCELLS.

* Representa diferencia significativa entre ambos grupos p< 0.05 U Mann Whitney
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Anexo 1. Elegibilidad de los Pacientes

Criterios de Inclusion

1. El paciente debe haber firmado un documento de consentimiento informado aprobado
por un IRB/IEC, de acuerdo a las regulaciones y guias institucionales locales. Este
consentimiento debe ser firmado previo al inicio de cualquier procedimiento relacionado con
el protocolo. Los pacientes deben estar de acuerdo con cumplir el calendario de visitas,
calendario de tratamiento, estudios de laboratorio y otros requerimientos del estudio.

2. El paciente debe tener entre 18 y 80 afios.

3. Confirmacidn histolégica de adenocarcinoma de prostata.

4. Cancer de Préstata érgano-confinado, de riesgo intermedio o alto riesgo de recurrencia
segun clasificacion de D’Amico?.

5. No haber recibido tratamiento local ni sistémico previo contra CaP.

6. ECOGPS0Oo0 1.

7. Expectativa de vida mayor a 10 afos.

8. Evaluacion por Comité Oncolégico que sugiera la PRR como tratamiento adecuado para el
paciente.

9. Tomografia Computada de Abdomen y Pelvis sin evidencias de diseminacién ni
compromiso local de otros drganos dentro de los 30 dias previos a la aleatorizacion.

10. Cintigrafia dsea sin evidencias de disemincacién dentro de los 30 dias previos a la

aleatorizacion.

Criterios de Exclusion

1. Cualquier otro cancer del cual el paciente se encuentre libre enfermedad por menos de
10 afos, excepto cancer de piel escamoso o basocelular adecuadamente tratado y curado.
2. Cualquier uso previo de tratamientos locales o sistémicos para cdncer de prostata,

incluyendo hormonoterapia, quimioterapia, inmunoterapia celular o humoral.
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3. Historia antigua o reciente de alguna enfermedad autoinmune, tales como enfermedad
inflamatoria intestinal, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoidea o enfermedades
oculares autoinmunes. DM tipo 1, vitiligo o hipotiroidismo secundario a tiroiditis autoinmune
previa que requiera solo tratamiento hormonal puede ser enrolada.

4. Cualquier condiciéon que requiera el uso sistémico de corticoides o inmunosupresores
dentro de los 28 dias previos al inicio del estudio. Esta permitido el uso de corticoides
inhalatorios.

5. Insuficiencia suprarrenal, que requiera uso de corticoides, en cualquier dosis.

6. Cualquier test positivo para HIV, HBV o HCV.

7. Antecedente de esplenectomia.

8. Cualquier condiciéon médica conocida que segun la interpretacion del investigador puede
aumentar el riesgo asociado a la participacion en el estudio, o inteferir con la administracion
del tratamiento o seguimiento, o interferir con la interpretacién de los resultados de
seguridad.

9. Cualquiera de los siguientes resultados de estudios de laboratorio:

a) Hematocrito menor de 21% o hemoglobinemia menor de 7 g/dI

b) Recuento leucocitario menor de 2.000/mm3

c) Neutrdéfilos < 1.500/mm3

d) Plaguetas < 100.000/mm3

e) AST o ALT > 3 veces limite normal (> 5 veces si existen metastasis hepaticas).

f) Bilirrubinemia total > 1,5 veces limite normal.

g) Clearence de creatinina calculado segtin formula de Cockroft-Gault < 30 ml/min.

10. Incapacidad para realizar el procedimiento de consentimiento informado.

11. Antecedente de trasplante de médula 6sea alogénico.

Tratamientos Concomitantes

Tratamientos prohibido o restringidos

Los siguientes medicamentos estan prohibidos durante el estudio

- Agentes inmunosupresores (excepto para tratar algun EA relacionado al tratamiento)
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- Corticoides sistémicos en dosis mayores de 10 mg diarios de prednisona (o equivalentes)
- Cualquier terapia antineoplasica (quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal,
inmunoterapia, cirugia u otros medicamentos de investigacion)

Terapias Permitidas

Los pacientes pueden utilizar corticoides topicos, oculares, intraarticulares, intranasales e
inhalatorios (con minima absorcidon sistémica).

Los medicamentos concomitantes deben ser registrados en la visita inicial y durante la fase
de tratamiento. Todos los medicamentos utilizados por los pacientes durante el estudio

deben ser registrados.
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