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RESUMEN

Melanoma es la neoplasia cutanea mas agresiva, con una incidencia ascendente a
pesar de numerosos esfuerzos de prevencion. En la actualidad existen diversas
estrategias de tratamiento, sin embargo, no todos los pacientes responden a ellas.
En nuestro laboratorio se ha ensayado una inmunoterapia basada en células
dendriticas (DCs) maduradas con un lisado de lineas celulares de melanoma
(TRIMEL), que ha incrementado hasta 3 veces la sobrevida en pacientes que
desarrollan una respuesta inmunoldgica de hipersensibilidad retardada (DTH+).
Hasta la fecha no se han desarrollado avances en el estudio de la fraccion no
peptidica de este lisado ni de su capacidad de activar células iINKT, capaces de
reconocer antigenos glicolipidicas en contexto CD1d. Hipotesis: Células iNKT
infiltran tumores de pacientes con melanoma avanzado y son capaces de ser
activadas in vitro por células dendriticas utilizadas en inmunoterapia antitumoral.
Objetivo General: Determinar el rol en pacientes con melanoma de células iNKT
infiltrantes de tumor y activadas por células dendriticas maduradas ex vivo utilizadas
en inmunoterapia antimelanoma. Métodos: Se determinaron células iINKT infiltrantes
de tumor mediante inmunofluorescencia y se correlaciond su presencia en lesiones
de melanoma primario en todos los estadios segun Breslow con la sobrevida de la
enfermedad. Se evalud la capacidad de las fracciones glicolipidica y proteica de
TRIMEL para inducir maduracién en células dendriticas. Para este fin, las fracciones
se obtuvieron mediante gradiente de densidad con MTBE (Metil-terbutil-éter) y se
usaron para estimular DCs generadas en base a rhiL-4 y GM-CSF. En estas
condiciones se evalué la presencia de diversas moléculas de superficie y la
produccion de citoquinas. Para evaluar la capacidad de estas DCs de activar células
iNKT, desde PBMC se aisl6 la poblacion CD3" mediante cell-sorting y cultivadas con
distintas DCs generadas. Se analizd la proliferacién celular utilizando el ensayo
CFSE. También se evalu6 la presencia de células INKT mediante
inmunofluorescencia en tacos de parafina de las DTH realizadas a pacientes de
inmunoterapia. Resultados: Encontramos infiltracion por células iNKT en todos los
estadios de la enfermedad, siendo mayor en Breslow avanzados, sin una correlacion
con la sobrevida global. Al evaluar la maduraciéon de DCs, esta fue mayor en el grupo
estimulada con la fraccién peptidica de TRIMEL. DCs estimuladas con la fraccion
glicolipidica de TRIMEL no mostraron diferencias con la condicion no tratada. Al
evaluar mediante ensayo de proliferaciéon realizado con CFSE, se evidenci6 mayor
proliferacion en la condicion tratada con la fraccion peptidica. Finalmente, solo en 1
de 3 pacientes en los que se analizo la presencia de iINKT en las DTH se encontraron
estas células. Conclusiones: unificando todos los hallazgos discutidos previamente,
células INKT infiltran tumores de melanoma, las que podrian ser inducidas a
proliferar por DCs estimuladas con la fraccién peptidica de TRIMEL y de esa forma
migrar a sitios inflamados como representan las lesiones DTH.



Abstract

Melanoma is the most aggressive skin tumor, with a growing incidence worldwide,
despite of prevention strategies. Nowadays, there are several new therapies to treat
it, however the overall survival continues to be low. Our lab has been studying a
Dendritic Cell (DC) based immunotherapy maturated with a melanoma cell lines
lysate (TRIMEL), which has increased survival up to 3 times in patients that
developed a delayed type hypersensitivity response (DTH+). To this date no studies
have been made regarding the non peptidic fraction of this lysate or its capability to
activate a subpopulation of T Cells called INKT cells, characterized by their ability to
recognize glycolipids in a CD1d manner. Hypothesis: iNKT Cells infiltrate melanoma
patient’s tumors and are capable to be activated in vitro by Dendritic cells Main
Objective: To determinate the role of tumor infiltrating INKT cells activated by
matured Dendritic Cells ex vivo used in antimelanoma immunotherapy in melanoma
patients Methods: The presence of tumor infiltrating INKT Cells in primary melanoma
in all of Breslow stages was evaluated by expression of TCR Va24Jal8 by
Immunofluorescence microscopy. To evaluate the capability of glycolipid and peptidic
TRIMEL fraction to induce DCs maturation, they were isolated from TRIMEL using a
MTBE (Metil-terbutil-ether) density gradient. Afterwards, these fractions were used to
stimulate DCs generated with a rhiL-4 and GM-CSF protocol and surface molecules
expression were assessed, as well as cytokine secretion. To evaluate DCs
effectiveness to activate iNKT Cells’ proliferation, CD3" population was isolated from
Buffy Coats using cell-sorting technology and they were cultured with DCs.
Proliferation was accessed with CFSE dye assay. Finally, DTH infiltrating iINKT cells
were asessed in paraffined embedded samples by immunofluorescence microscopy.
Results: We found that iINKT cells infiltrated melanoma tumors in every Breslow
stage, with higher infiltration on advanced stages,with no correlation with overall
survival. The peptidic fraction of TRIMEL induced higher expression of maturation
related surface molecules in addition to cytokine secretion, whereas glycolipidic
fraction showed no difference with the untreated condition. iINKT cell had a higher
proliferation rate when cultured with DCs treated with the peptidic fraction of
TRIMEL. And finally, we found the infiltration of iINKT in 1 of the 3 patients DTH.
Conclusions: Taking together all the previous results, iINKT cells infiltrate melanoma
Tumors, and they could be induced to proliferate by DCs stimulated with the peptidic
fraction of TRIMEL and as well supporting their migration to inflamed tissues like the
DTH samples.



Introduccidén

Melanoma en Chile y el Mundo

El cancer es una importante causa de muerte a nivel mundial, con un rapido
incremento en su incidencia, lo que lo ha llevado a convertirse en la primera causa
de muerte en paises desarrollados. En paises en vias de desarrollo, como Chile, es
la segunda causa de muerte, solamente precedida por las enfermedades
cardiovasculares®. La organizaciéon mundial de la salud (OMS) report6 para el afio
2008, 7,6 millones de muertes a nivel mundial debido a canceres, proyectando un
aumento de hasta 13,2 millones para el 20307,

Melanoma es un tumor cutdneo que deriva de los melanocitos, células
pigmentarias que se encuentran mayoritariamente en la piel, pero también pueden
ser encontradas en otros tejidos como mucosas y uvea®. Melanoma tiene relevancia
a nivel mundial debido a su alta agresividad y letalidad, y a que su incidencia se ha
mantenido con una pendiente ascendente®, a pesar de las campafias de prevencion,
representando el 90% de las muertes por canceres cutaneos’. Melanoma tiene alta y
rapida capacidad de diseminarse y generar metastasis, pudiendo comprometer
practicamente cualquier tejido °, lo que se traduce para el paciente en una sobrevida

a 5 afios menor al 20%’.

De acuerdo con cifras de la iniciativa GLOBOCAN (http://globocan.iarc.fr), en

nuestro pais se reportaron sobre 300 casos nuevos para el afio 2012, con una
incidencia mayor en mujeres. Localmente, contamos con el estudio de los Registros
Poblacionales de Cancer de las regiones de Antofagasta y Los Rios y la provincia del
Biobio, para el quinquenio 2003-2007, que se ha utilizado para estimar la incidencia
de céanceres a nivel nacional®. Este ha mostrado que melanoma tiene un
comportamiento diferente segun el género del paciente. En hombres, se evidencia
mayores tasas en Arica y Parinacota, Atacama, Valparaiso, Biobio, Araucania, Los
Rios y Los Lagos, posiblemente relacionado con actividades laborales. En cambio,

para las mujeres, melanoma tiene un comportamiento similar a lo largo del pais®.
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A nivel mundial tiene una incidencia de 232.130 casos por 100.000 habitantes
y una mortalidad de 55.488 casos por 100.000 habitantes (Globocan 2012),
representando una patologia altamente letal. Si bien la resolucién quirdrgica puede
ser curativa en etapas precoces de la enfermedad, el melanoma en estadios
avanzados se comporta de manera altamente agresiva con una alta tasa de
recidiva’. Existen factores de riesgo de sufrir melanoma intrinsecos a cada sujeto
como son el color de la piel o la presencia de mutaciones en genes supresores de
tumores (como por ejemplo CDKN2A o CDK4), no obstante la exposicion a
radiaciones UV en edades tempranas es el factor desencadenante més relevante®,
cuyas estrategias de prevencion, como el uso de bloqueador solar, s6lo han
mostrado efectividad en algunos paises como Australia. Es mas, para el 2031 se
pronostica que la incidencia de melanoma seguira aumentando en paises
desarrollados como Estados Unidos, Reino Unido, Suecia y Noruega a pesar de los

esfuerzos en estrategias de prevencion®®.

El diagndstico de melanoma comienza con la evaluacion de las lesiones por
inspeccion directa por el clinico. EI ABCDE, nemotecnia que resume las
caracteristicas de asimetria, bordes irregulares, heterocromia, didmetros irregulares
y evolucién de las lesiones, es un buen método de tamizaje, especialmente en
profesionales entrenados. Tiene un mejor rendimiento cuando existe mas de una
caracteristica alterada, sin embargo, puede no ser suficiente para el diagnéstico en
algunos casos particulares™. Por esta razén, se recomienda complementarla con la
realizacion de la dermatoscopia, también conocida como microscopia de
epiluminiscencia, técnica no invasiva que ha demostrado reducir la necesidad de
biopsias, al mismo tiempo que aumenta la sensibilidad de la pesquisa®. Sin

embargo, el diagnéstico definitivo de melanoma se realiza a través de la biopsia®.

El grosor de la lesion, medido, por ejemplo, por el indice de Breslow, es un
importante factor pronéstico de mortalidad®. Este indice mide la profundidad de la
lesion en milimetros, generando un factor altamente reproducible para el patologo y

que traduce una disminucion logaritmica en la sobrevida hasta 8 mm, luego del cual
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pierde capacidad de predecir progresién®. Sin embargo, a pesar de esto, el 18% de
los pacientes nuevos diagnosticados con melanoma presentan metastasis al
diagnéstico, por lo que se hace necesario poder definir nuevos elementos para
discriminar aquellos pacientes que evolucionaran negativamente lo mas precozmente
posible®. Por esta razén, actualmente ademas se evalta la ulceracién del tumor
primario, el indice mitético, y la presencia de melanoma en el linfonodo centinela

para definir prondstico desde el primer acercamiento™.

El tratamiento del melanoma avanzado ha tenido cambios en los Gltimos afios.
A mediados de los afios 70s se desarroll6 un agente quimioterapéutico denominado

Dacarbazina®*

, agente alquilante que fue, por muchos afios, la terapia estandar.
Dacarbazina demostrd una respuesta clinica con incremento en la sobrevida libre de
enfermedad entre el 5 al 35% de los pacientes segln las series®, con una mediana
de respuesta de 5 a 6 meses’, sin demostrar incremento en la sobrevida global de

los pacientes % 1.

En afios recientes, estudios en tumores de melanoma han mostrado que cerca
del 60% de los pacientes presentan mutaciones en el gen BRAF, lo que permite
mantener activada la via de sefalizacion MEK, estimulando la proliferacién celular y
transformacién maligna de los tumores. De estas mutaciones, la mas frecuente es la
producida por una sustitucion de una valina por glutamato en un segmento rico en
glicina (V600E)*’. Vemurafenib, y luego Dabrafenib, fueron los prototipos aprobados
por la FDA (US Food and Drug Administration) para el tratamiento de melanoma no
resecable con confirmacién histolégica de la presencia de esa mutaciébn en BRAF.
Los estudios con Vemurafenib han mostrado una mediana de sobrevida de 13,6
meses, sin embargo, también han mostrado que existe disminucién de la efectividad
de la terapia por mecanismos probablemente relacionados a la activacion de la via
MAP Quinasa por mecanismos independientes a BRAF " 8. En el 2013, la FDA
aprob6 el uso de Trametinib, un inhibidor de quinasa de la via MEK para el
tratamiento de melanoma metastasico con mutacion de BRAF. Los estudios

mostraron un incremento en la progresion libre de enfermedad al comparar con
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Dacarbazina, pero ain inferior a inhibidores de BRAF’. Por esta razén, se ha
aprobado el uso de la combinacién de un inhibidor de BRAF con un inhibidor de la
via MEK con menores efectos adversos y un incremento en la sobrevida libre de
progresion de la enfermedad, probablemente por inhibicion de los segundos a los

mecanismos compensatorios de la activacion paradojal de la via MAP Kinasa’'.

Inmunologia en Melanoma

Melanoma es un tumor altamente inmunogénico. Esto ha sido no soélo
evidenciado porque existe regresion espontanea de tumores en pacientes con
melanoma, sino también porgue se ha descrito respuesta inmune adaptativa tanto
celular como humoral contra melanoma®*°. Dentro de la respuesta adaptativa celular
destaca inicialmente el descubrimiento de la presencia de linfocitos infiltrantes de
tumor (TILs), lo que llevé a la observacion que linfocitos T CD8" podian reconocer
antigenos asociados a melanoma. Luego se describio la respuesta mediada por
linfocitos T CD4" hasta la actualidad, donde se esta estudiando la presencia de neo-
antigenos y su potencial uso en inmunoterapia ** ?°. Dentro de la respuesta humoral,
se ha descrito respuesta en base a anticuerpos contra antigenos derivados de linea
germinal, como MAGE y NY-ESO-1, y de antigenos de diferenciacion de la via

melanosomal®*®.

Inmunoterapia en Melanoma

En busqueda de nuevas terapias, se han utilizado distintas estrategias
modulando al sistema inmune para atacar tumores de melanoma. En 1995, la FDA
aprob6 el uso de IFN-a2b para melanoma avanzado??, utilizando como fundamento
estudios que mostraban respuesta clinica entre el 13-25% de los pacientes, con
efectos duraderos sobre un afio que permitian incrementar tanto la sobrevida global
de los pacientes, asi como la sobrevida libre de enfermedad®. Luego, en 1997, la
FDA aprobé el uso de altas dosis de IL-2% 2!, la que ha mostrado una respuesta del
15%, una mediana de respuesta de 8,9 meses y un 4% de los pacientes con efecto

duradero a 62 meses de seguimiento®. Sin embargo, estas terapias llevan asociado
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importantes efectos adversos, incluyendo el sindrome de extravasacion capilar y

nefro-neurotoxicidad’.

Con el incremento en el conocimiento sobre la inmunologia del melanoma y la
produccion de anticuerpos monoclonales utilizables en el tratamiento de patologias,
se inicid el tratamiento de pacientes con melanoma avanzado con anticuerpos que
permitieran la activacion del sistema inmune. Ipilimumab, anticuerpo monoclonal anti
CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4), molécula encargada de regular
negativamente la respuesta inmune antitumoral, fue el primer tratamiento contra
melanoma con resultados positivos en la sobrevida global %. Aprobado por la FDA en
2011, ha mostrado un incremento en la sobrevida global con una mediana de 10
meses, con sobrevida a 2 afios del 25% de los pacientes. Sin embargo, es
importante considerar que entre el 10-15% de los pacientes presentan reacciones

adversas grado 3-4%%2

. Los ultimos anticuerpos aprobados por la FDA para el
tratamiento de melanoma son pembrolizumab y nivolumab, anticuerpos anti PD-1,
gue también han mostrado respuestas a largo plazo asociado a menos efectos

adversos al comparar con otras terapias, incluyendo ipilimumab?®,

Ademas de las terapias descritas, otra estrategia de activar el sistema inmune
incluye terapias celulares, por ejemplo, aquellas basadas en células dendriticas®.
Estas utilizan el conocimiento sobre el sistema inmune para montar respuestas
contra células tumorales. El sistema inmune utiliza células en los tejidos que sensan
sefiales de peligro, tanto endbégenas (DAMPs o Danger Associated Molecular
Patterns) como exdgenas (PAMPs o Patogen Associated Molecular Patterns). Estas
son reconocidas por receptores denominados PRRs (Pattern Recognition
Receptors), entre los cuales destacan TLRs (Toll Like Receptors), NOD-like receptor
(NLR) entre otros *. Dentro de estos DAMPs, calreticulina, ATP y HMGB-1 (High-
Motility Group Box 1) tienen una potente capacidad de inducir respuestas
antitumorales?, los cuales, al ser reconocidos por un PRR, entregan sefiales de
peligro a células del sistema inmune. En el caso de las células dendriticas, les

permite aumentar su capacidad de capturar antigenos, procesarlos y presentarlos en
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moléculas de histocompatibilidad mayor (MHC o HLA en humanos), al mismo tiempo
que les permite migrar mediante la expresion en superficie de receptores de
guimioqguinas como CCR-7 y activar linfocitos T (LT) mediante moléculas

coestimuladoras como CD80 y CD86 * 2’

El estudio de LT ha permitido reconocer la especificidad de estas células®
hacia ciertas moléculas en cancer que se han denominado antigenos asociados a
tumores (TAA). En el caso de melanoma, los antigenos (MAA) mas estudiados son
gpl100, tirosinasa, Melan-A, TRP-2 (Tyrosinase-related protein); algunos antigenos
cancer testicular como MAGE-A1 (Melanoma Antigen-1), NY-ESO-1; y algunos
antigenos modificados o expresados aberrantemente como CDK-4 y MUM-1 %,
Ademas, no solo es relevante que estos linfocitos sean capaces de reconocer
tumores, sino también de destruirlos. Es asi, como la presencia de linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs) T CD8", CD4" Ty1, NK y linfocitos yd se han asociado a
incremento en la sobrevida en distintos tipos de cancer, mientras que linfocitos T

CD4" T2, se ha relacionado con un efecto contrario 28

Inmunoterapia basada en células dendriticas

En nuestro laboratorio, se ha ensayado una inmunoterapia basada en células
dendriticas, generadas ex-vivo, maduradas usando un protocolo abreviado de 3 dias
con un lisado tumoral de 3 lineas de melanoma (TRIMEL) sometidos a estrés
térmico. TRIMEL ha demostrado ser un potente estimulo de maduracion para células
dendriticas, induciendo la expresién de moléculas de presentacion antigénica MHC |
y I, moléculas de coestimulacion CD80, CD83 y CD86 y del receptor de quimoquinas
CCR-7, involucrado en la migracion a linfonodo. Ademas, destaca la presencia de
MAAs como MART-1, gp100, tirosinasa, NY-ESO1, MAGE1, MAGE3, MC1R, MCSP,
survivina, y Her2/neu con capacidad de inducir respuestas inmunes adaptativas
efectoras®. La utilizacién de esta inmunoterapia basada en células dendriticas ha
demostrado efectividad clinica en pacientes con melanoma avanzado, con un
incremento de la mediana de sobrevida en los pacientes categorizados como

respondedores que triplica a los no respondedores, utilizando como parametro clinico
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de comparacién una prueba de respuesta cutanea de hipersensibilidad retardada o
DTH®*. Asi mismo, hemos demostrado induccién de respuestas inmunes celulares
efectoras de tipo Tyl y Tyl7 asi como incremento en los niveles de IL-17 plasmatica
en pacientes respondedores con disminucion de los perfiles Trl, Tregsy Ty3 y de los
niveles plasmaticos de TGF- p1 L. Junto a esto, hemos evidenciado acrecentamiento
en los niveles de anticuerpos anti NY-ESO1 posterior a la terapia, asi como cambios
en la expresion génica de moléculas relacionadas con el sistema inmune teles como,
CXCR4, FcyRlla, CLEC-2D y en MGC29506 en pacientes no respondedores (datos
no publicados). Sin embargo, hasta la fecha no se ha profundizado el estudio de los
componentes glicolipidicos del lisado tumoral TRIMEL que podrian funcionar como
agonistas de PRR, ni tampoco su potencial rol de antigenos capaces de activar la

respuesta de linfocitos T citotdéxicos como son las células NKT.

Células NKT y modelos tumorales.

Las células NKT son una subpoblacién de linfocitos T caracterizadas por su
capacidad de activarse tanto por sefiales entregadas por su receptor de células T
(TCR), ademas de sefiales mediadas por receptores activadores que también se
expresan en las células NK, como por ejemplo, el receptor NKG2D*.

Los linfocitos NKT se encuentran en circulacién periférica a baja frecuencia,
representando entre el 0,01%-1% del total de linfocitos T CD3+. Presentan una alta
variabilidad entre individuos y se les atribuye funciones en enfermedad infecciosa,
alergia, autoinmunidad y vigilancia tumoral®® 3. Estudios en tejidos periféricos y
organos linfoides secundarios han mostrado que, en humanos, existe un
enriquecimiento en el mesenterio, donde representan aproximadamente el 10% de
los linfocitos. Le sigue en frecuencia higado, bazo, médula ésea y linfonodos 3 %,
Finalmente, estudios de los receptores de quimoquinas de células INKT en sangre
periférica han demostrado perfiles de destinacion hacia tejidos, predominando CCR2,
CCR5, CCR6, CXCR3 y CXCR®6, lo que permite su direccionamiento a tejidos
inflamados como, por ejemplo, el nicho tumoral®’. El estudio del TCR de estas
células permitié diferenciar 2 subtipos principales: células NKT tipo | o invariante

(INKT) y células NKT tipo Il o semi-invariante. Las primeras se caracterizan por un
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TCR Va24-Ja18 unido a una cadena VB11 que permite reconocer antigenos
glicolipidicos en contexto CD1d como por ejemplo a-galactosil ceramida. Las células
NKT tipo Il poseen repertorios de TCR mas diversos, caracterizados por la ausencia
de la cadena Va24-Ja18, por reconocer antigenos en contexto CD1d, y por ser

incapaces de reconocer la molécula a-galactosil ceramida®.

CD1d pertenece a la familia de moléculas CD1, las cuales se dividen en el
grupo 1, conformado por CDla, CD1b y CDlc y la del grupo 2 o CD1d*.
Corresponden a moléculas de presentacion antigénica no polimérfica y son
codificadas en el ser humano en el cromosoma 1%°. Estas presentan un bolsillo
hidrofébico y tienen rol en células presentadoras de antigeno profesionales, como
por ejemplo, células dendriticas y los linfocitos B3 34,

CD1d se expresa constitutivamente en sangre y tejidos periféricos a diferencia
de las otras moléculas CD1 que son inducibles por GM-CSF e IL-18*° y cumplen un
rol en la presentacion de antigenos lipidicos a linfocitos T. Si bien, las moléculas CD1
cumlen un rol en la defensa de infecciones como por Mycobacterium tuberculosis,
CD1d se le ha descrito un rol mas importante en el combate de otros patégenos
Borrelia burgdorferi y Helicobacter pylori , asi como en otros procesos patologicos,
incluyendo cancer®’. Dentro de los antigenos que son reconocidos por NKT mas
estudiados se encuentra a-galactosil ceramida, molécula sintética derivada de
esponjas marinas, con demostrada efectividad en inducir proliferacién y activacion de
células INKT. Sin embargo, también se han descrito antigenos exdgenos en
patdgenos humanos como los ya mencionados, asi como también se han estudiado
lipidos propios con capacidad de unirse a CD1d y activar respuestas en células NKT.
Entre estas destacan cardiolipina, esfiningomielina, plasmalogeno fosfatidylcolina,
glicoesfingolipidos, fosfatidiletanolamina ,fofatidilinositol, e isoglobotrihexosilceramida
(iGb3)** 43,

Estas células se caracterizan por expresar CD45R0O, responder secretando

rapidamente citoquinas de perfil Tyl y Tx2, en una forma dependiente e

R 32, 36, 44.

independiente del TC Los antigenos activadores de células NKT también
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favorecen la secreciéon de un perfil de citoquinas por sobre el otro, destacando el
ejemplo de a-Gal-Cer como inductor de secrecion de citoquinas del perfil Tyl. Sin
embargo, células INKT sometidas a estimulaciones repetidas por a-Gal-Cer secretan
IL-4 con baja o nula secrecion de IFN-y, lo que podria simular lo que pasa frente a
estimulos inflamatorios crénicos, como, por ejemplo, una lesion maligna. Por esta
razén, numerosos grupos se han enfocado en buscar antigenos que generen
respuestas mas puras en lo que a secrecion de citoquinas respecta. Por ejemplo,
fragmentos de menor tamano de a-Gal-Cer, como por ejemplo OCH (molécula trunca
derivada de a-Gal-Cer y que posee menor cantidad de carbohidratos), generan
uniones menos estables entre el TCR y el complejo CD1d-lipido, lo que favorece la

secrecion de citoquinas de tipo Tp2 4>

Ademas, las células NKT pueden manifestar capacidad citolitica de manera
dependiente del TCR* * como independiente del TCR*’, como la evidenciada por
NKG2D, que puede inducir citolisis per se, como potenciar la activacion mediada por

el TCR, especialmente frente antigenos débiles *.

En modelos tumorales, se ha observado presencia de células NKT infiltrantes
de tumores con capacidad de secretar INFy e IL-4. Por ejemplo, en modelo de
melanoma metastasico murino B16, se evidencié que células NKT aisladas del timo
enfrentadas a células tumorales secretaban altos niveles de IL-4, mientras que
células NKT derivadas del higado secretaban altos niveles de IFNy. Esto sugiere que
células iINKT presentan fenotipos diferentes segun el tejido en el que se encuentren.
Asimismo, INKT en pulmén expresan altos niveles de IL-4, en contraste con células
iNKT en piel, que expresan mayores niveles de IL-17°°. Estos resultados sugieren
que existirian sefales especificas expresadas en cada 6rgano que modularian el
repertorio de respuesta que cada poblacion de células NKT puede desarrollar, o que
haria factible la modulaciébn de estas sefiales con la intencion de generar
intervenciones terapéuticas que induzcan perfiles de iNKT antitumorales®®. Esto,
sumado a que esta subpoblacion linfocitaria puede infiltrar tumores humanos y que

esta infiltracion, asi como el numero de células circulantes en sangre, se
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correlacionan positivamente con la sobrevida a largo plazo, postulan a las células
iNKT como interesantes candidatas para el desarrollo de inmunoterapias®’. Se han
realizado diversos ensayos clinicos en pacientes con tumores de distintos origenes
histoldgicos, algunos de ellos han utilizado a-galcer como tratamiento adyuvante, sin
incremento en la sobrevida®. Otros han ensayado inmunoterapias usando células
dendriticas tratadas con a-galcer en modelos de cancer pulmonar no células
pequefias®, cancer de mama, cancer de colon, hepatocarcinoma, melanoma,
adenocarcinoma peritoneal, carcinoma de células renales, carcinoma prostatico y
carcinoma pulmonar °!. Estos estudios han demostrado aumento en el reclutamiento
de células INKT especificamente en el sitio tumoral, asi como incremento en células
secretoras de IFNy tanto en PBMC como en TILs *° y aparicion de sintomas
relacionados con inflamacion en sitios tumorales como son dolor local y elevacion de

examenes de laboratorio >*.

Dados estos antecedentes expuestos es que planteamos la siguiente hipétesis
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Hipotesis
Células INKT infiltran tumores de pacientes con melanoma avanzado y son
capaces de ser activadas in vitro por células dendriticas utilizadas en inmunoterapia

antitumoral.

Objetivo General
Determinar el rol en pacientes con melanoma de células INKT infiltrantes de
tumor y activadas por células dendriticas maduradas ex vivo utilizadas en

iInmunoterapia antimelanoma.

Objetivos Especificos
e Determinar la presencia de células iINKT infiltrantes de tumor y correlacionar
Su presencia con la progresion de la enfermedad y sobrevida de pacientes con

melanoma avanzado.

e Evaluar la capacidad de maduracion de células dendriticas estimuladas con la
fraccion glicolipidica y proteica de TRIMEL.

e Evaluar la capacidad de activacion de células iINKT por células dendriticas

utilizadas en inmunoterapia antimelanoma

e Evaluar la capacidad de activacion de células iNKT infiltrantes en una
respuesta DTH en pacientes con melanoma tratados con inmunoterapia

basada en células dendriticas.
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Materiales y Métodos

Muestras Melanoma cutaneo

Con el objetivo de evaluar si la infiltracion de células iINKT se correlaciona con
la sobrevida de pacientes con melanoma en distintas etapas de la enfermedad, se
obtuvieron muestras en parafina de tumores de melanoma y fichas clinicas de 68
pacientes desde el servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile. El control se realizé con los segmentos sanos obtenidos del
material de la biopsia. La obtencion de las muestras fue aprobada por el comité de

ética del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Inmunofluorescencia

Para determinar la presencia de células INKT en muestras de tumores de
melanoma cutaneo, utilizamos la técnica de Microscopia por Inmunofluorescencia
desde muestras de pacientes fijadas en parafina. Probamos utilizando el clon 6B11
conjugado a FITC (BD bioscience, USA), facilitado por la Dra. Carolina Hager
Ribeiro, la proteina de fusibn CD1d:lg recombinante (BD bioscience, USA) cargada
con KRN 7000 (a-Galactosyl Ceramide, Enzo Life Technologies, USA) dejando
incubar durante la noche, a 37°C, cuya deteccién se realizé utilizando anticuerpo
secundario pollo anti ratén, conjugado a Alexa 488® (Invitrogen, USA) y anticuerpo
anti TCR Va24, clon C15 (Beckman Coulter, USA), revelado con un anticuerpo cabra
anti raton conjugado a TexasRed (Abcam ab6787 EEUU). Ademas, las muestras
fueron tefidas con anticuerpo Anti-CD3 (Abcam abl16669, EEUU), revelado con

anticuerpo burro anti conejo conjugado a Alexa 488® (Invitrogen, USA)

Para favorecer la unién antigeno anticuerpo, las muestras fueron sometidas al
proceso de recuperacion antigénica mediante calor, en buffer citrato (pH: 6,00), en
buffer EDTA (pH: 8,00) y en Wash Buffer 10X 0.05 mol/L Tris/HCI (pH: 9,00, DAKO,

Dinamarca).

Para determinar recuento celular, se utilizé tincion nuclear con DAPI y se

contaron células positivas en 20 campos, a una amplificacién de 40x.
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Se analizaron muestra en microscopio de fluorescencia Olympus IX71/1X51, camara
Q Imaging Fast 1394. Las muestras se registraron con el programa Q-Capture Pro 7

y fueron analizadas con Image J 1.46r.

Muestras DTH

Dentro del protocolo de vacunacion con TAPCells de pacientes con melanoma
avanzado, se incluye la realizacion de una prueba clinica de DTH un mes posterior a
la ultima dosis, con la intencion de determinar respuesta inmunolégica. De 3
pacientes recientemente vacunados, se obtendrd muestra cutdnea de la respuesta
DTH mediante biopsia Punch utilizando material desechable (Delasco). La mitad de
esta muestra se disgregara mecanicamente el tejido y se incubara con rhiL-2 (150
Ul/ml) por un periodo aproximado de 3 semanas hasta obtencion de poblacion
suficiente para estudios mediante citometria de flujo para deteccion de células iNKT.
La otra mitad se analizara& mediante inmunofluorescencia, segun protocolo ya
mencionado, en muestra fijada en paraformaldehido 2% por 18 horas, a 4°C.
Posteriormente seran lavadas con agua corriente y mantenidos en etanol de 70°
hasta su deshidratacion con etanoles de graduacion ascendente. Luego son
aclarados en Xilol, impregnados e incluidos en Paraplast (Histosec, Merk ,USA). A
continuacion, se obtienen cortes de 4-5 micrones de grosor, los que seran adheridos

en portaobjetos silanizados (Esco, Switzerland).

TRIMEL vy purificacion de fraccion peptidica y glicolipidica.

TRIMEL se obtiene de 3 lineas de melanoma sometidas a stress por calor y
posteriormente lisadas. Asi se logra una suspension de segmentos celulares con
distintas macromoléculas. Con la intencion de evaluar el efecto de la fraccion
glicolipidica de TRIMEL, se realizé extraccion segun gradiente de densidad usando
methyl-tert-butyl ether (MTBE)>2. Brevemente, la muestra fue mezclada con metanol,
para posteriormente agregarse MTBE. Se incubd por 1 hora a temperatura ambiente
y se agregd agua bidestilada para separacion de fases. Se incubd por 10 minutos a
temperatura ambiente y luego se centrifugo por 10 minutos. Se retir6 la fase superior

y se repitid el procedimiento para la fase inferior, con el fin de aumentar el grado de
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purificacion. Luego, la muestra fue secada mediante calor y pesada para calculo de
concentracion peso/volumen. Posteriormente ésta fue resuspendidas en medio
PBS/Tween al 0,05%; una alicuota se guardo6 a -20°C para uso en cultivo. El resto se
almacend a -80°C. Como control, se realiz6 purificacion de la fraccion peptidica
obtenido en el pellet, la que se cuantific6 mediante espectrofotometro con Bradford
(Biorad, Eppendorf).

Para evaluar los contenidos de la fraccion glicolipidica y la pureza de la
separacion, se utilizé espectrofotometria de masa de la Facultad de Ciencias

Quimicas, Universidad de Chile.

Generacion de células dendriticas humanas

Sangre proveniente de donantes sanos (Buffy coats) obtenidas del banco de
sangre del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, fueron separadas por
gradiente con Ficoll-Hypaque (Axis-Shield, Oslo, Noruega), obteniéndose Células
Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC). Estas fueron incubadas en placas de
seis pocillos (Becton Dickinson, Hershey, EE.UU) a 37°C y 5% de CO,, a una
densidad de 30-40 x 10° cel/ml de medio de cultivo AIM-V (Thermo Fisher Scientific
EEUU). A continuacién, se retird el sobrenadante que contiene Linfocitos de Sangre
Periférica (PBL) para mantener sélo las células adherentes (monocitos), que fueron
incubadas a 37°C con 5% de CO,, adicionando medio de cultivo AIM-V, enriquecido
con 500U/ml de rhiL-4 (USBiological) y 800U/ml de rhGM-CSF (USBiological),
durante 3 dias. Al segundo dia de cultivo, las células fueron maduradas por 24 horas
con distintos estimulos para obtener las diferentes DCs a analizar. Se utilizara
100ug/ml de TRIMEL (TRIMEL DCs) y concentraciones proporcionales de las
fracciones peptidicas (PepDCs) y glicolipigicas (glicDCs). En un pocillo no se agreg6
estimulo de maduracién, células dendriticas inmaduras (iDCs), en otro, se agrego a-
galactosil ceramida 100 ng/ml (agalDCs) los que fueron utilizados como controles
tanto para los estudios de las moléculas de maduracion de DCs, como para los
ensayos de proliferacion de iNKT.Finalmente, las DCs fueron recolectadas el dia 3,

para la posterior caracterizacion fenotipicas.
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Expansion de células iNKT con feeders

Desde linfocitos de sangre periférica (PBL), se realizo tincion extracelular con
anti TCR Va24Ja18 conjugado a APC (eBioscience,EEUU) y anti TCR V(11
conjugado a PE (Beckman Coulter, Francia). Posteriormente, la poblacion doble
positva fue purificar por tecnologia Cell Sorting FACSArialll®(BD
Biosciences,EEUU). Para la generacion de feeders se irradi6 PBMC con 80gy.
Posteriormente se cultivaron 100.000 con 10.000 iNKT purificadas en medio de
cultivo RPMI(Corning, USA) suplementado con 10% de SFB (HyClone™ ,EEUU) y
1% de antibidticos de amplio espectro  (penicilina 100U/L, estreptomicina
(100pg/ml), ((HyClone™ EEUU) vy rhiL-2 (150Ul/ml), en placas de 96

pocillos(NuncTM, Dinamarca) >

Co-cultivo DCs células iNKT.

Células CD3" fueron co-cultivadas con los distintos subtipos de DCs (iDCs,
TRIMEL DCs, pepDCs, glicDCs y agalDCs) por 5 dias en medio AIM-V libre de
suero, en placas de 48 pocillos (NuncTM, Dinamarca) en una relacion DC:INKT de
1:10 y a una concentracion de 1 x 10° células.

Ensayo de proliferacion

Para la evaluacion de la induccion de proliferacion de la poblacién linfocitaria
tras los 5 dias de co-cultivo de linfocitos CD3", obtenidos por cell sorting
FACSArialll®(BD Biosciences,EEUU) a partir de PBMC de donantes sanos.

Fueron tefiidos con el colorante fluorescente CFSE a una concentracion de 10° M,
las células se sembraron en placas de 96(NuncTM, Dinamarca) en una relaciéon 2:1
de linfocitos con los distintos subtipos de DCs (iDCs, TRIMEL DCs, Pep DCs,

Iow)

glicDCs y agalDCs). Se evaluo la dilucion del CFSE en las células (CFSE por
citometria de flujo. Los resultados fueron expresados como porcentaje respecto a las
células con estimulo de proliferacién inespecifico otorgado con 5 ng/ml de anticuerpo
monoclonal OKT-3 (anti-CD3) y 150 Ui/ml de rhiL-2(USBiological)
Citometria de flujo

La caracterizacion fenotipica de las DCs y de las células iNKT se realiz

mediante citometria de flujo, usando el citbmetro Facsverse® (BD Biosciences,

24



EEUU) , los datos obtenidos fueron analizados en el programa FlowJo 8.7. Las
distintas condiciones de DCs (iDCs , PepDCs, glicDCs y agalDCs) fueron lavada con
PBS 1x e incubadas con los siguientes anticuerpos monoclonales por 30 min a 4°C;
anti-CD11c conjugado con ficoeritrina (PE), anti-HLA A, B, C, anti-HLA DR, DQ, DP,
anti-CD80, anti-CD83, anti-CD86, anti-CD40, anti PD-L2, y AcMo anti-CD14
conjugados con isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein isothiocyanate, FITC), anti
CD1d conjugado a aloficocianina (Allophycocyanin, APC) y AcMo anti-PDL-1
conjugado a APC (eBioscience,EE.UU). Transcurrido el tiempo, las células fueron
lavadas y fijadas en paraformaldehido (PFA) 1x, lavadas nuevamente vy
resuspendidas en FACsbuffer (BD Biosciences,EEUU) para su posterior lectura en el

citometro de flujo.

Andlisis de Secrecidn de Citoquinas

Se generaron DCs, segun el protocolo anteriormente descrito, las cuales se
co-cultivaron con la linea NIH3T3“P*" en una razé6n de 1:1 por 24 horas
posteriormente en el sobrenadante se determinaron con el kit Cytometric Bead Array
(CBA,eBiocience, EEUU) citoquinas inflamatorias,IL-6,IL-10, IL-18, TNF-a y IL-
12,segun instrucciones del fabricante. Brevemente, a cada condicion se le agregé
50 pL del kit de deteccion y se incubaron por 3 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se resuspendieron en buffer de lavado y se analizado en el

citbmetro de flujo

Analisis Estadistico

En el caso del andlisis de muestras de melanoma, los andlisis se expresaron
como promedio de células detectadas por campo + la desviacion estandar. Ademas,
se realizo correlacion con sobrevida utilizando analisis Kaplan Meier. Se determino
en primer lugar la normalidad de acuerdo con el test Shapiro-Wilk. El analisis
estadistico utilizado para los resultados de citometria, produccion de citoquina y
evaluacion de la induccion o represion de perfiles linfocitarios. ya que las variables no
tuvieron una distribucion normal, se usoO el test Kruskal-Wallis para identificar

significancia entre los distintos grupos, y el test de Mann-Whitney para las
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comparaciones entre dos variables. Se consider6 como significativo un p
value<0,05, en una significancia de 95%. Los andlisis estadisticos fueron realizados

en el programa GraphPadPrism 5.
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Resultados

Objetivo n°l: “Determinar la presencia de células iNKT infiltrantes de tumor y
correlacionar su presencia con la progresion de la enfermedad y sobrevida de

pacientes con melanoma avanzado”

Con la intencion de poder determinar la presencia de células iNKT en
muestras de tumores de melanoma cutaneo, utilizamos la técnica de Microscopia
por Inmunofluorescencia desde muestras de pacientes fijadas en parafina. Para
detectar la presencia de estas células probamos diferentes estrategias,
comenzando por el clon 6B11 conjugado a FITC (BD bioscience, USA), facilitado
por la Dra. Carolina Hager Ribeiro y con la proteina de fusion CD1d:lg
recombinante (BD bioscience, USA) cargada con KRN 7000 (a-Galactosyl
Ceramide, Enzo Life Technologies, USA), cuya deteccion se realizé utilizando
anticuerpo secundario chicken anti mouse, conjugado a Alexa 488® (Invitrogen,
USA). Ambos anticuerpos fueron utilizados posterior al proceso de recuperacion
antigénica mediante calor, en buffer citrato (pH: 6,00) y en buffer EDTA (pH: 8,00).
Sin embargo, utilizando esta metodologia, no fuimos capaces de identificar marca
positiva tanto en tonsila, como en tejido hepatico (dato no mostrado). Por esta
razén, basandonos en el trabajo de Tachibana y cols. ®® probamos el anticuerpo
anti TCR Va24, clon C15 (Beckman Coulter, USA), en tonsila, higado y
adenocarcinoma de colon, recuperado mediante calor, utilizando buffer citrato (pH:
6,00), en buffer EDTA (pH: 8,00) y en Wash Buffer 10X 0.05 mol/L Tris/HCI (pH:
9,00, DAKO, Dinamarca). Utilizando este ultimo buffer fuimos capaces de detectar
células positivas en tonsila y adenocarcinoma de colon (Figura 1), encontrando
una mayor concentracion de las mismas en este Ultimo tejido, el que fue

considerado como control positivo.

Posteriormente, analizamos la expresién de células TCR Va24 conjugado a
Texas red® y CD3 conjugado a Alexa 488® en muestras de melanoma cutaneo

obtenidas del servicio de Anatomia Patologica del Hospital Clinico de la
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Universidad de Chile. Interesantemente, se encontré coexpresion de ambos

marcadores en células iNKT, (Figura 2).

Posteriormente, en colaboracion con el Dr. Patricio Cabané Toledo,
Cirujano Endocrinolégico del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, y de la
Dra. Claudia Morales Huber, Anatomopato6loga del mismo centro, se inicié estudio
retrospectivo de fichas clinicas con la intencion de identificar pacientes con

melanoma.

Se analizaron 68 pacientes, de los cuales la edad promedio fue de 58 afios
(x16). El 44% de los sujetos eran hombres y la gran mayoria se encontraba en
estadios precoces de la enfermedad segun indice Breslow (51% con Breslow < 1
mm). El seguimiento promedio de la muestra fue de 81 meses (x39 meses). El
96% de los tumores se encontraban infiltrados por células CD3", mientras que el
53% lo hizo con células iINKT (Tabla 1).

Similar a lo reportado por la literatura, Existe correlacion entre profundidad
de infiltracion por células de melanoma (medido por indice Breslow) con la
sobrevida global de los pacientes. Por esta razén, correlacionamos este parametro
en nuestra muestra, evidenciando que aquellos pacientes con indice Breslow > 2
muestran una sobrevida significativamente menor que los pacientes Breslow 1y 2
(Fig. 3.A.). Ademas, tratamos de correlacionar la sobrevida en nuestra muestra
con la infiltracion por células CD3", no encontrando diferencias significativas en la
sobrevida de aquellos pacientes con tumores con alta infiltracion (>p50) versus
tumores con baja infiltracion (<p50) (Fig. 3.B.). Asimismo, comparamos la
infiltracion por células CD3" con el indice de breslow, no encontrando correlacion

entre ambos parametros (Fig. 3.C.)

En otro sentido, buscamos identificar si existia una correlacion entre
infiltracion por células CD3" con la infiltracion por células iINKT, no encontrando tal
correlacion sugiriendo que podrian corresponder a fendmenos independientes
(Fig. 3.D, E)).
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Luego, decidimos comparar si existia diferencias en los tumores segun
indice de Breslow con la infiltracién por células iINKT, encontrando que en aquellos

tumores con Breslow > 2, existia una mayor infiltracion por células iINKT (Fig. 3.F.).

Finalmente, para analizar la posibilidad que otros factores intrinsecos a los
pacientes pudieran ser factores confundentes a la hora de analizar nuestros
resultados, comparamos la infiltracion por células iINKT y CD3" en tumores de
melanoma segun edad del paciente al diagndstico (Fig 3.G,H.) y segun género

(dato no mostrado), sin encontrar diferencias en ambos factores.

Finalmente, al realizar comparacion en la sobrevida de los pacientes segun
el grado de infiltracion por células NKT, no se encontraron diferencias
significativas entre aquellos sujetos que tenian infiltracion en comparacién con
aquellos sin infiltracién. (Figura 4A) Tampoco se encontraron diferencias al
comparar con el nivel Breslow (Figura 4B y 4C).

Objetivo n° 2: “Evaluar la capacidad de maduracion de células dendriticas

estimuladas con la fraccion glicolipidica y proteica de TRIMEL”.

Con el objetivo de evaluar los componentes de la fraccion glicolipidicas de
TRIMEL sobre células dendriticas (DC) y sobre células NKT, realizamos
separacion de las fases con posterior andlisis por espectrometria de masa. En la
figura 5A se describe el protocolo de extraccion usado. Basicamente, la muestra
es mezclada con metanol y luego con Metil-ter butil-eter (MTBE). Se mantiene la
muestra mezclandose por 1 hora a temperatura ambiente en Agitador y se agrega
agua bidestilada para separacion de fases. Se incuba por 10 minutos a
temperatura ambiente y luego se centrifuga por 10 minutos a 1000 g. Se retira la
fase superior y se repite el procedimiento para la fase inferior, con el fin de
aumentar el grado de purificacion. Con la intencion de seleccionar el mejor método
de purificacion para su posterior uso en cultivo, se probd concentrador Integrated

SpeedVac® System [SS110, Savant del programa de inmunologia de la
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Universidad de Chile; centrifugacion a 1000 g en tubo Amicron Ultra-15 para
filtracion; y evaporacion de solvente por temperatura en bafio termorregulador a
80°C bajo campana para su peso para calculo de concentracion peso/volumen. De
los tres métodos analizados, sélo la ultima técnica nos permiti6 mantener la
esterilidad e integridad de la muestra, para uso en cultivos celulares. Finalmente,
ésta es resuspendida en medio PBS/Tween al 0,05%. Posterior a su aislamiento,
se evaluo la presencia de aminoacidos en la fraccion glicolipidica mediante su
determinacion por espectofotometria con reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich,

USA), lo que arrojo igual Densidad Optica que PBS/Tween.

Con la intencion de determinar las moléculas presentes en la fraccién
glicolipidica de TRIMEL, analizamos la muestra por espectrometria de masa
MALDI-TOF (Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Chile), usando 3
matrices (CHCA, CMBT, DHB). En la figura 5B se muestra el perfil de espectros
obtenidos. Las macromoléculas encontradas corresponden a estructuras lipidicas
(acidos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, lipidos prenoles, sacarolipidos,
esfingolipidos, lipidos esteroles). No se encontraron en este analisis estructuras
aminoacidicas y sélo se detectaron trazas de lipido A. De esta manera, podemos
concluir, que el método de purificacién nos permite extraer una cantidad suficiente

de lipidos, con una pureza adecuada para cultivo celular (Figura 4).

Dentro de las moléculas encontradas, destacan derivados de
prostaglandinas como Tetranor-Prostaglandin FM y Prostaglandina F2a-11-acetate
methyl ester, con potenciales efectos pro inflamatorios. Sin embargo, la mayoria
de estas moléculas tienen efecto sobre el sistema inmune inhibiendo funciones

importantes en el proceso de inflamacion:

Monodiacilglicerol: Lipido con altos niveles de acidos grasos poliinsaturados,
principalmente encontrado en mielina y oligodendrocitos con efectos
antiinflamatorios en lineas de condrocitos inhibiendo la produccion de IL-6 y PGE2

> ademaés de disminuir la migracion de neutréfilos a sitios inflamados®
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Familia de las Resolvinas D: Resolvin D1, molécula que ha sido estudiada en
modelo murino de infarto con un rol en inducir el clearance de células necréticas,
al tiempo que reducen la generacién de fibrosis®® . Resolvin D1 y D2, inhiben de
manera dosis dependiente la adhesion y migracion de monocitos, al mismo tiempo
que disminuyen la produccién de superéxido y de genes pro inflamatorios®’.
Resolvin D3 bloquea la transmigracion de neutrofilos mientras aumenta la

fagocitosis por macréfagos®

Acido Ximeninico inhibe de manera dosis dependiente la produccion de

Leucotrieno B4, Thromboxane B2 y 6-ketoprostaglandina F1 alpha®®.

Acido esterlitico es un potente inhibidor del stress de reticulo y de la inflamacién
causada por 7-ketocholesterol (7KCh), molécula relacionada con enfermedades
como ateroesclerosis, enfermedad de Alzheimer y degeneracién macular asociada

a la edad®°.

ruscogenina se ha relacionado con inducir una disminucion en la actividad de NF-
KB tanto in vivo como in vitro, asi como inhibir la expresion de ICAM-1 y de la

proteina quimioatractante de monocitos 1 ®*.

Penogenina: es una molécula que ha sido estudiada por su capacidad in vitro de

inhibir la proliferacién e inducir apoptosis en lineas tumorales HepG2°2.

Asi mismo, otra molécula llamada Bufalina ha sido probada en estudios in vivo por
su efecto en disminuir la proliferacion de células tumorales, al tiempo que aumenta

la apoptosis de las mismas y disminuyen las metastasis pulmonares .

La vitamina D y sus derivados (1-Hidroxi vitamina D3 celobiosa, 3-Deoxivitamina
D3, Vitamina D4, Vitamina D7) tiene efectos sobre monocitos y células dendriticas
inhibiendo la secrecion de citoquinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 and TNF-a, mientras

que las preserva en estado semi-inmaduro .

De esta manera, hemos encontrado algunas macromoléculas que, segun

literatura, podrian tener efectos sobre DCs. Habiendo logrado la separacion de las
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fracciones de TRIMEL, se estimularon DCs con sus fracciones glicolipidica y
peptidica. Utilizando dosis crecientes de glicolipidos que no afectaran la viabilidad
celular de DCs, no logramos evidenciar induccion de moléculas de activacién en
las mismas. Esto sugiere que la fraccion glicolipidica de TRIMEL no contiene
DAMPs en cantidad suficiente como para inducir maduracion en DCs. Por su
parte, al estimular DCs con las fracciones peptidicas de TRIMEL, la reconstitucion
de ambas fracciones o TRIMEL, evidenciamos que éstas son capaces de inducir
la expresion de las moléculas CD80, CD86, CCR7 CD40 y PD-L1 (Figura 6; N=8).

Finalmente, mediante co cultivo con fibroblastos transfectados con CD40L,
se busco identificar la secrecion de citoquinas IL-10, IL-6, IL-1B3, IL-12, TNF-a por
parte de DCs. En este contexto, no se identificd diferencias entre las condiciones
PEP DC, REC DC y TRIMEL DC, sugiriendo que los glicolipidos de TRIMEL no
inducen la secrecién de estas citoquinas (Figura 7; N=5)

Objetivo n°3: “Evaluacidon de la capacidad de activacion de células iNKT por

células dendriticas utilizadas en inmunoterapia anti melanoma”

Dados los resultados obtenidos en la espectrometria de masa, encontramos
2 moléculas que, segun literatura, podrian ser procesadas y presentadas a células

38, 65

INKT por parte de las DCs gue son GIcAB-Cer y GalCer. Curiosamente,

dentro de este analisis encontramos presencia de la molécula Sulfatide, antigeno
icono de células NKT tipo II, que tienen un potencial inmunoregulador 3841,

Para analizar si DCs maduradas con las fracciones de TRIMEL inducen
proliferacion de células iNKT, realizamos aislamiento de poblacién linfocitaria
mediante la tecnologia de Cell sorting. Luego, estas células fueron cultivadas con
DCs alogénicas y se evalué el porcentaje de células TCR Va24Ja18" CFSE™”
(Figura 8). Se evidencio proliferacion en todas las condiciones con respecto al
control de células CD3" solas. Se evidencio que las células estimuladas con las
fracciones de TRIMEL inducian mayor proliferacion de células iINKT que las

células CD3" solas y que las TOLDCs y de manera similar que el control positivo.
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Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre las condiciones
estimuladas con las fracciones de TRIMEL salvo entre la condicidn reconstituida
contra TRIMEL DCs (Figura 9).

Objetivo n°4: “Evaluacién de la capacidad de activacion de células iNKT
infiltrantes en una respuesta DTH en pacientes con melanoma tratados con

inmunoterapia basada en células dendriticas”.

Se obtuvieron muestras de DTH de 3 pacientes con melanoma avanzado
sometidos a inmunoterapia con TAPCells para andlisis de presencia de células
iNKT, las cuales fueron tefiidas para la expresion del marcador CD3" TCR Va24*

evidenciando en 1 de 3 pacientes infiltracion por células iNKT (Figura 10).
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Discusion

La terapia TAPCell es una inmunoterapia basada en células dendriticas que
ha mostrado ser clinicamente efectiva tanto en modelo de melanoma, como en
adenocarcinoma prostatico®. Sin embargo, hasta la fecha los mecanismos
inmunopatologicos que explican esta eficiencia no han sido del todo esclarecidos.
Las células INKT son linfocitos con rol en inmunovigilancia de tumores, con la
potencialidad de un rol dual, tanto del perfil Tyl como del perfil Tu2 %%, En este
trabajo tratamos de identificar si estas células tenian un rol en el combate de
tumores de melanoma, asi como si la inmunoterapia TAPCell podia favorecer la
proliferacion y, potencialmente, invasion de células a tumores, tanto in vivo como
in vitro.

Evidenciamos que células INKT son capaces de infiltrar tumores de
melanoma cutaneo en todos los estadios de la enfermedad segun Breslow, dato
no reportado en la literatura hasta la fecha. Para esto, fue necesario obtener la
aprobacion del comité de ética del Hospital Clinico de la Universidad de Chile,
procedimiento que fue realizado previo a la obtencion de las muestras, gracias a la
colaboracion del Servicio de Anatomia Patol6gica de la misma institucion. El indice
Breslow se correlaciona con la sobrevida de pacientes con melanoma,
considerando que como factor Unico, predice una sobrevida en etapa 1 (< 1 mm)
de un 92% a 10 afios, mientras que tumores en etapa 4 (>4 mm) de un 50%. De
esta manera, a pesar de no poder contar con datos clinicos de nuestros pacientes,
la aplicacion de este indice permite validar la sobrevida de nuestra cohorte.

Encontramos que no existe una correlacion directa entre la infiltracion
linfocitaria con la infiltracion por células INKT, lo que sugiere que estas podrian
estar modulando el nicho tumoral, volviéndolas un potencial factor prondstico
independiente. Sin embargo, no fuimos capaces de demostrar efecto en la
sobrevida de los pacientes, posiblemente por las caracteristicas de nuestra
cohorte, caracterizada principalmente por pacientes en etapas precoces de la
enfermedad. En modelo murino, se ha evidenciado que la activacion de células

INKT contribuyen a la maduracion de DCs, lo que favorece la activacion de
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linfocitos CD4* y CD8™ antigeno especifico, lo que se ha evidenciado in vivo al
administrar a-galactosil ceramida asociado a OVA *’. Es mas, la inoculacién de
células mieloides supresoras (MDSC) cargadas con a-galactosil ceramida
asociado a antigeno Her-2/neu mejora la sobrevida en modelo tumoral de
adenocarcinoma de colon murino transfectado con ese antigeno ®’. Esto asociado

a la capacidad citotoxica de células iNKT 32 44 47

permite hipotetizar que su
presencia en el nicho tumoral permitiria desviar la respuesta inmune hacia una
actividad antitumoral. Como fue descrito previamente, estas células se encuentran
en baja proporcién infiltrando tejidos, siendo principalmente en sitios relacionados
con el sistema inmune® 3. Sin embargo, pueden invadir tejidos inflamados de
manera especifica. Un trabajo experimental que utilizaba inmunoterapia en
pacientes con Cancer pulmonar no células pequefias, en los que se inoculaba
DCs derivada de monocitos cargadas con a-galactosil ceramida, mostré que la
infiltraciéon en pulmén sano era muy baja (<0,05% de la poblacion mononuclear),
pero que en el tumor de pacientes aumentaba 8 veces™.

Ademads, previamente se evidencid que una respuesta mediada por
linfocitos Tyl7 en modelo murino Trp-1 de melanoma B16 traducia mayor
sobrevida de los ratones®®. Esto considerando que se ha reportado que en esta
especie las células INKT cutdneas tienden a tener un perfil de citoquinas
caracterizado por secrecion de IL-17° y que en el protocolo TAPCell, los
pacientes con respuesta DTH" tienen un aumento de la proporcion de células
CD4'IL-17%, permite pensar que la activacion de células iNKT en modelo

melanoma traduciria una mayor capacidad del sistema de combatir estos tumores.

Interesantemente, si bien esperdbamos una induccién en los marcadores
de superficie de DCs estimuladas con las fracciones glicolipidica de TRIMEL, no
fuimos capaces de ver este efecto, contrario a lo descrito en la literatura, en donde
monocitos CD14" estimulados con sulfatide y B-GalCer aumentan su expresion de
CD86 y HLA-Il. Esto se debe probablemente a la exposicion temprana a estas
moléculas durante el periodo de diferenciacion de DCs que module este proceso,

mas que a su capacidad de inducir maduracion®®. Ademas, los hallazgos
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obtenidos en la espectrometria de masa permiten confirmar estos resultados, dado
que la gran mayoria de las macromoléculas encontradas son metabolitos de
moléculas con un rol antiinflamatorio (como aquellas derivadas de la vitamina D
entre otras)®®. An mas, no encontramos diferencias en la secrecién de citoquinas
IL-10, IL-6, IL-1B, IL-12, TNF-a entre las DCs tratadas con TRIMEL, la fraccion
peptidica de TRIMEL y la fraccion reconstituida con glicolipidos, apoyando los
resultados previamente descritos, donde el rol en la activacion de DCs seria
dependiente de la fraccion peptidica de TRIMEL.

Las células iNKT representan el 0,01%-1% del total de linfocitos T CD3* 3
% Por esta razon, para la realizacion de cultivos celulares se requiere de su
expansion. Sin embargo, esta estrategia fue dificil de llevar a cabo, dado que para
conseguir un niamero adecuado de células, el paso por procesos sucesivos de
estimulacién las lleva a un estado de hiporrespuesta que asemeja al proceso de
agotamiento de linfocitos. Para sobrellevar esta complicacion hemos generado
colaboraciones con los Dres. Derek Doherty de St. James's Hospital, Irlanda y
Leandro Carrefio post-doc Fellow en Albert Einstein College of Medicine EEUU,
quienes gentiimente nos donaron células INKT previamente expandidas. Sin
embargo, estas no pudieron ser usadas para estudio, por dificultades en el
transporte. Por esta razon, decidimos ensayar el efecto que DCs maduradas con
TRIMEL tuvieran sobre iINKT dentro de una condicion mas fisiologica como es
dentro del grupo de células CD3" totales. En este protocolo experimental, pudimos
ver que las DCs maduradas con TRIMEL inducian proliferacion de estas células
de manera similar que un control positivo con DCs maduradas con LPS y a Gal
ceramida, sugiriendo que la inmunoterapia con TAPCells puede tener un efecto
sobre las células iINKT, aunque no podemos dilucidar si este efecto es directo, o
mediado por linfocitos CD3" no iNKT. Sin embargo, hasta la fecha este es el (inico
protocolo que ha mostrado ser capaz de activar células iNKT utilizando DCs
maduradas con lisados tumorales humanos, lo que abre paso al estudio de
ligandos enddgenos dentro del nicho tumoral que ayude a modular la respuesta

inmune antitumoral.
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De acuerdo a nuestros hallazgos, la fraccion peptidica de TRIMEL mediaria
este efecto sobre la proliferacion de células iNKT. TRIMEL tiene DAMPs, como
Calreticulina y HMGB1, que han sido estudiados en el laboratorio que son capaces
de inducir maduracion de DCs asi como favorecer la presentacion cruzada y de
esta manera, generar la activacién de linfocitos T CD8* ?°. Ademas, in vivo,
demostramos proliferacion de linfocitos T CD4" en pacientes tratados con
TAPCells que presentaron una respuesta DTH", sugiriendo que existen moléculas
en TRIMEL que permiten inducir maduracion de DCs hacia APCs que puedan
activar respuestas inmunes adaptativas®" "°. De esta manera, podemos hipotetizar
que estos mismos mecanismos que modulan la activacion de linfocitos T of
clasicos pueden regular la activacion de células INKT de manera CD1d

dependiente o independiente 3%

De acuerdo a nuestros experimentos, no
pudimos determinar si existen antigenos glicolipidicos en TRIMEL que pudieran
ser reconocidos por células INKT, sin embargo, células NKT pueden ser inducidas

a activarse por contacto célula-célula asi como factores solubles 3**

, por lo que la
activacion por DCs maduradas con TRIMEL puede ocurrir por diferentes
mecanismos, los cuales requieren de futuros experimentos para poder ser
comprendidos. Ademas, debido a las dificultades obtenidas en nuestro modelo, no
podemos descartar que factores secretados por linfocitos T aff clasicos pudieran
regular la proliferacion de células NKT, dado que nuestro cultivo fue con células
CD3 totales. En este mismo punto, si bien sabemos que para la proliferacion de
linfocitos T no NKT, se requiere una respuesta inmune mediada por moléculas
altamente variables como son MHC-I y MHC-II, para la activacién de células NKT
se requiere de la expresion de antigenos glicolipidicos en contexto de una
molécula de presentacién antigénica poco variable como es CD1d*°. De esta
manera, creemos que el utilizar un cultivo alogénico de DCs con linfocitos T CD3"
no genera la activacion de células NKT inespecificamente como ocurriria con la

respuesta alogénica que se veria en células T no NKT.

Es mas, con la intencibn de poder evidenciar si esta activacion por
protocolo TAPCell traduce un enriquecimiento de células iNKT en el nicho de la

respuesta de tipo DTH, analizamos biopsias de las lesiones, evidenciando que
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s6lo 1 de 3 biopsias analizadas presentaban células iNKT en ella. La DTH traduce
una respuesta inmune de memoria especifica contra antigenos de TRIMEL*, por
lo que la presencia de células INKT en el tejido permite hipotetizar que existe
activacion y proliferacion in vivo de estas células en pacientes que responden a la
terapia TAPCells.

Aun asi, unificando los hallazgos discutidos previamente podrian sugerir
que la terapia TAPCell podria inducir la proliferacion de células iINKT y favorecer

Su migracion a sitios inflamados.
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Figuras Complementarias

Figura 1. Determinacion de células Va24® por Inmunohistoquimica. A.
Adenocarcinoma de colon, donde se muestran 5 células positivas. B. Hepatocarcinoma
donde se muestra 1 célula positiva. C. Tonsila palatina, donde se evidencia 1 célula
positiva. C. Tonsila palatina, control negativo. Imdgenes tomadas desde Microscopio en
aumento 60x.
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Figura 2: Determinacion de células Va24" por Inmunofluorescencia en células de
melanoma. A. Muestra de melanoma tefiida con DAPI para marca nuclear. B. Muestra de
melanoma tefida con anticuerpo anti CD3 y anticuerpo secundario anti conejo conjugado
a Alexa Fluor 488. C. Muestra de melanoma tefida con anticuerpo anti TCR Va24 y
anticuerpo secundario anti ratdon conjugado a Texas Red. C. Muestra de melanoma
fusionada para integrar los distintos colores. Se evidencia 3 células con marca positiva
concordante con células iNKT.
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Variable

Muestra

NUumero de pacientes

Edad (x + DS)

indice de masculinidad

Tiempo de seguimiento, meses (x = DS)

indice Breslow
<1 mm
> 1 mm

tumores infiltrados por Células CD3" (n,%)

tumores infiltrados por Células iINKT (n,%)

68

58,6 (+15,94)

44%

81,15 (+38,78)

2,09 (+ 1,29)
51,4%
48,6%

65 (96%)
36 (53%)

Tabla 1: Resumen de la muestra de pacientes analizados.
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Figura 3: Células iNKT infiltran tumores de melanoma, tanto en estadios precoces
como avanzados de la enfermedad, independiente del grado de infiltracion de
células CD3 *. A. Curva Kaplan-Meier para el indice Breslow, que muestra menor
sobrevida en pacientes con tumores avanzados (p<0,001). B. Curva Kaplan-Meier para la
infiltracién por CD3*, que no muestra diferencia en esta poblacion entre infiltracion alta
(>p50) contra infiltracion baja. C. Correlacién entre indice de Breslow e infiltracion por
células CD3", que no muestra correlacion. D y E. Correlacion entre infiltracién por células
CD3" y células iINKT. No se evidencia diferencias significativas en infiltracién por iNKT en
tumores con alto nivel de infiltracion por CD3" y bajo nivel de infiltracion. F. Infiltracién por
células iINKT en tumores segun indice Breslow. Tumores en estadios Breslow >2 tienen
mayores niveles de infiltracion por células iNKT (p=0,03). G. Correlacién entre Edad de
pacientes e infiltracion por células iINKT que no demuestra correlacion. H. Correlacion
entre Edad de pacientes e infiltracion por células CD3" que no demuestra correlacion.
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Figura 4: Grado de infiltracién por células NKT en muestras de melanoma no se
correlaciona con incremento en la sobrevida de pacientes en todos los estadios de
la enfermedad. A. No existe diferencia significativa en la sobrevida global de pacientes
con melanoma en todas las etapas con el grado de infiltracion de células iNKT. B. Curva
Kaplan Meier en pacientes pesquisados en etapa Breslow 1. C. Curva Kaplan Meier en
pacientes pesquisados en etapas Breslow > 2. NKT lo: sin infiltracion por iNKT; NKT hi:
Con infiltracion por iINKT.
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Figura 5: Analisis de la purificacion de Glicolipidos presentes en TRIMEL. A.
Representacion del método de extraccion de glicolipidos presentes en TRIMEL. La
fraccion glicolipidica fue analizada por espectrometria de masa. B. Grafico m/z de
glicolipidos de TRIMEL.
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Figura 6: Glicolipidos presentes en TRIMEL no inducen la expresion de moléculas de
maduracién en DCs. Células Dendriticas fueron estimuladas con dosis crecientes de
Glicolipidos y se grafico la induccion de marcadores de superficie de maduracién. A. Dot plot
representativo de la poblacion CD11c’. B. Fraccion glicolipidica de TRIMEL no induce la
expresion de marcadores de superficie, en comparacion con células tratadas soélo con el
vehiculo de glicolipidos (PBS Tween 0,05%). Por su parte, la fraccion peptidica, la condicion
reconstituida de TRIMEL (fraccién peptidica + 100 ug de Glicolipidos) o TRIMEL son capaces
de inducir la expresion de CD80, CD83, CD86, CD40, CCR7 y PD-L1. (N=8) (Se grafica media
+ DS; se analizaron resultados usando Mann-Whithey de una cola, para muestras no

pareadas; * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; **** p< 0,0001)
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Figura 7: Glicolipidos presentes en TRIMEL no inducen la secreciéon de citoquinas
IL-12, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-1B, IL-8 por parte de DCs. Células Dendriticas fueron
estimuladas con péptidos y glicolipidos de TRIMEL y se grafico la secrecion de citoquinas
medidas mediante CBA kit (eBioscience). No se evidenciaron diferencias entre las
condiciones evaluadas.
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Figura 8: DCs maduradas con fracciones peptidicas de TRIMEL inducen proliferacion de células linfocitarias. A Dot plot
representativo de ensayo de proliferacioén de células linfocitarias. Estrategia de gating en poblacion TCR Va24Ja18. B Dotplot
representativo de poblacion de células TCR Va24Ja18* CFSE™"
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Figura 9: DCs maduradas con fracciones peptidicas de TRIMEL inducen
proliferacion de células linfocitarias. Grafico resumen diferencia en porcentaje de
células TCR Va24Ja18" CFSE"" para diferentes condiciones. Células CD3" cultivadas con
DCs maduradas con las fracciones de TRIMEL inducen proliferacién de células TCR
Va24Ja18" CFSE"™ de manera similar que células maduradas con LPS y a galcer.
Interesantemente, todas estas condiciones inducen mayor proliferacién de estas células
que las cultivadas con el protocolo TolDC, N=9(Se grafica media + DS; se analizaron
resultados usando Mann-Whitney de una cola, para muestras no pareadas; * p< 0,05; **
p< 0,01; *** p< 0,001; **** p< 0,0001)
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Figura 10: Deteccion de células iNKT
en biopsias de DTH de pacientes
sometidos a protocolo TAPCells.
Imagen representativa de muestras de
DTH de 3 pacientes sometidos a
protocolo TAPCells. En los 3 pacientes
se evidencio infiltracion por células
CD3". En B se puede evidenciar
infiltracién por células CD3" Va24".




