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4. RESUMEN

TRIMELVax es una nueva tecnologia inmunoterapéutica contra el melanoma maligno que
consiste en lisados celulares de melanoma humanas condicionadas por choque térmico (TRIMEL)
combinado la hemocianina del Concholepas concholepas como adyuvante. Esta vacuna demostro
ser eficaz en protocolos profilacticos y terapéuticos in vivo, reduciendo significativamente el
crecimiento del volumen tumoral y aumentando la supervivencia de los ratones vacunados y
desafiados con el melanoma murino B16F10. Aunque la proyeccion clinica de esta vacuna genera
grandes expectativas, se desconocen muchos de los factores inmunolégicos implicados en el efecto
antitumoral. En este trabajo nos enfocamos en estudiar como TRIMELVax induce la inflamacion
del microambiente tisular en el sitio de administracion, el reclutamiento de células de la inmunidad
innata y células dendriticas (DCs) y el papel que esta inflamacién local ejerce sobre la activacion
y migracion masiva de las DCs al linfonodo drenante popliteo (pLN). Para esto, ratones C57BL/6
fueron inyectados con TRIMELVax, PBS o la vacuna GVAX en la almohadilla plantar trasera y
luego sacrificados en diferentes tiempos, obteniéndose muestras de la almohadilla plantar trasera
para identificar las poblaciones de células de la inmunidad innata y la presencia de genes para
citoquinas y quimioquinas. Ademas, se estudiaron las poblaciones de DCs que migran desde el
sitio de inyeccion al linfonodo drenante y el efecto que tiene la deplecion de los neutrofilos sobre
la activacion y migracion de las DCs. Se observé que las primeras seis horas postinyeccion son
fundamentales en la respuesta inmune generada por TRIMELVax. TRIMELVax induce la
sobreexpresion de un patrén especifico de genes para citoquinas y quimioquinas con perfil
proinflamatorio a diferencia de GVAX y el control de PBS. Ademas, observamos una respuesta
inmune innata mas aguda en el sitio de administracion que se caracteriza por un rapido y potente
reclutamiento de neutroéfilos, un aumento de los macro6fagos tipo 1 (M1), monocitos (mo), cDCL1,
células de Langerhans (LCs) y mo-DCs, asi como una disminucion de los macréfagos de tipo 2
(M2). Adicionalmente, se observé que la inflamacién temprana inducida por TRIMELVax
produce una mayor migracion de c¢cDC1 al pLN comparado con GVAX o los controles.
Interesantemente encontramos que los neutrofilos juegan un rol fundamental en el mecanismo de
accion de la vacuna, dado que su deplecion disminuye la migracion de las DCs, especialmente de
as cDC1al pLN. Finalmente, se demostré que la deplecion transitoria de neutréfilos antes de las
vacunaciones anula la capacidad de TRIMELVax para controlar el crecimiento tumoral. Estos
resultados sugieren que TRIMELVax induce una activacion mas réapida y potente del sistema
inmunitario innato, lo que favorece la coordinacion y el direccionamiento de una respuesta

inmunitaria adaptativa mediada por cDC1 mas eficaz frente a los tumores malignos de melanoma.
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5. SUMMARY
TRIMELVax is a novel immunotherapeutic technology against malignant melanoma, consisting
of heat shock-conditioned human melanoma cell lysates (TRIMEL) combined with Concholepas
concholepas hemocyanin as an adjuvant. This vaccine has demonstrated effectiveness in vivo in
prophylactic and therapeutic protocols, significantly reducing tumor mass growth and increasing
the survival of vaccinated mice challenged with murine B16F10 melanoma. While the clinical
outlook for this vaccine holds great promise, many of the immunological factors involved in its
anti-tumor effect remain unknown. In this study, we focused on investigating how TRIMELVax
induces inflammation in the tissue microenvironment at the administration site, the recruitment of
cells from the innate immunity and dendritic cells (DCs), and the role this local inflammation plays

in the activation and massive migration of DCs to the draining popliteal lymph node (pLN).

For this purpose, C57BL/6 mice were injected with TRIMELVax, PBS, or the GVAX vaccine in
the rear footpad, and then sacrificed at different time points to obtain samples from the rear
footpad. These samples were used to identify populations of innate immune cells and the presence
of genes for cytokines and chemokines. Additionally, we studied the populations of DCs migrating
from the injection site to the draining lymph node and the effect of neutrophil depletion on DC
activation and migration. The first six hours post-injection were found to be crucial for the immune

response generated by TRIMELVax.

TRIMELVax induces the overexpression of a specific pattern of proinflammatory cytokine and
chemokine genes, unlike Gvax and PBS controls. Furthermore, a more acute innate immune
response was observed at the administration site, characterized by rapid and potent recruitment of
neutrophils, increased type 1 macrophages (M1), monocytes (mo), cDC1, Langerhans cells (LCs),
and mo-DCs, along with a decrease in type 2 macrophages (M2). Additionally, the early
inflammation induced by TRIMELVax led to greater migration of cDC1 to the pLN compared to
Gvax or control groups. Interestingly, we found that neutrophils play a fundamental role in the
vaccine's mechanism of action, as their depletion reduces DC migration, especially cDC1, to the
pLN. Finally, transient neutrophil depletion prior to vaccinations was shown to nullify
TRIMELVax ability to control tumor growth. These results suggest that TRIMELVax induces a
faster and more potent activation of the innate immune system, facilitating the coordination and
targeting of a more effective adaptive immune response mediated by cDC1 against malignant

melanoma tumors.
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6.

INTRODUCCION

6.1. Melanoma maligno incidencia y tratamiento

El Melanoma maligno (MM) es un tumor agresivo de piel que se genera como resultado de
transformaciones malignas de los melanocitos. Dado que los melanocitos son células derivadas de
la cresta neural, el melanoma puede desarrollarse ademas de la piel, en otros lugares a los cuales
estas células migran durante el proceso embrionario, como por ejemplo el tracto gastrointestinal,

el cerebro, los 0jos y el tracto genitourinario,

La incidencia de MM se encuentra en aumento lo cual lo convierte en un reto para la medicina y
un serio problema de salud a nivel mundialf?. Este incremento puede estar asociado en gran
medida con el envejecimiento de la poblacién, cambios en los habitos relacionados con una mayor
exposicion a los rayos UV, factores genéticos (historia familiar) e inmunosupresionl. EI MM se
asocia con buena prognosis cuando es detectado y tratado en estadios iniciales de la enfermedad,
sin embargo, en etapas avanzadas, el tratamiento es complejo e ineficiente, y el prondstico se torna
desfavorable; reportdndose que aproximadamente el 90% de las muertes causadas por cancer de

piel esta asociado a MM,

El pilar de los tratamientos frente al MM localizado es la cirugia, la cual es efectiva en estadios
tempranos de la enfermedad. Aproximadamente el 10% de los casos de MM son diagnosticados
en fases avanzadas de la enfermedad por lo que son irresecables o ya se encuentran en una fase
metastéasical®. Ademas, a pesar de una gestion terapéutica mas eficiente de los tumores, se observa
que hasta un 50% de los pacientes progresan hacia la etapa IV de la enfermedad. Esto se atribuye
al desarrollo de metastasis a través de la diseminacion hematégena y la presencia de
micrometastasis ocultas que se establecen antes de que el tumor primario sea detectado

clinicamentel®!,

Durante las etapas avanzadas del MM se utilizan varias aproximaciones farmacoldgicas entre las
que se encuentra el uso de quimioterapéuticos como Dacarbazina (DTIC) y su prodroga
(Temozolomida), las cuales se asocian a bajas tasas de respuesta (12%) y frente a las cuales el
melanoma ha desarrollado alta resistencial’l. También se utilizan farmacos dirigidos a inhibir las
vias moleculares de sefializacién intracelular MAPK y PI3K gue afectan mecanismos particulares
en la progresion de MM €. En este contexto se han utilizado sistematicamente inhibidores de
BRAF (Vemurafenib, Dabrafenib), inhibidores de MEK (Trametinib, Cobimetinib) e inhibidores
de CKIT (Imatinib, Sunitinib, Dasatinib, Niloinib)®*%, El uso de terapias combinadas entre estos

dos grupos de farmacos ha demostrado ser superior que la monoterapia, de manera tal que se ha
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adoptado esta terapia como estandar para pacientes con MM con mutacion de BRAFV600™!., La
desventaja de estos tratamientos es que solo un 40-50% de los melanomas presentan las
mutaciones en BRAF o0 en MEK, y ademas se asocian con efectos adversos entre los que se pueden
mencionar: erupcion acneiforme, xerosis, diarrea, edema periférico, fatiga, nauseas, problemas
visuales, disfuncion ventricular y enfermedad pulmonar intersticial 21, De ahi que se haga
necesario encontrar nuevas aproximaciones terapéuticas que cuenten con una mayor eficacia

clinica y que se relacionen con menos efectos adversos.

6.2.  Sistema inmunoldgico

El sistema inmunoldgico es una red compleja de células y moléculas que proporcionan
mecanismos de defensa innatos y adaptativos para el organismo. El sistema innato (S1l) incluye
barreras anatomicas y fisioldgicas (piel, membranas y mucosas) y una diversidad de subtipos
celulares y citoquinas / quimioquinas que constituyen la primera linea de defensa frente a
diferentes microorganismos, siendo esencial para controlar infecciones bacterianas y ademas
hacen una crucial contribucion en la activacion del sistema inmune adaptativol*®l. Los
componentes celulares de la inmunidad innata tales como las células asesinas naturales (NK- del
inglés natural killer) y diversos tipos de células fagociticas (macréfagos, monocitos y neutréfilos)
reaccionan a estructuras conservadas en los patdégenos y/o dafio en los tejidos del microambiente,
y sefiales de “peligro” a través de distintos receptores de reconocimiento de patrones (PRR-del
inglés pattern recognition receptors)***%1 secretando factores inmunorreguladores como
quimioquinas y citoquinas (pro-inflamatorias, anti-inflamatorias o reguladoras) y moléculas del

sistema del complemento, las que inducen una inflamacion local.

Por su parte el Sistema inmune adaptativo (SIA) es responsable de diferenciar los antigenos
propios de los no propios, eliminar patdgenos, células infectadas y producir memoria
inmunoldgical'®1%18l Ademas de estas funciones antipatogenas, el SIA es capaz de eliminar
células cancerigenas. En lugar de portar varios receptores diferentes como es el caso de las células
del SlI, los linfocitos B (LB) y T (LT), que forman parte del sistema inmune adaptativo generan,
por rearreglo de sus genes de inmunoglobulinas y receptores de células T, respectivamente, gran
cantidad de clones que expresan receptores con altisima diversidad y especificidad para reconocer
antigenos (Ags) ya sea residuos peptidicos solubles en el caso de los receptores de LB o productos
peptidicos en el contexto de los complejos principales de histocompatibilidad (MHC- del inglés

major histocompatibility complex) en el caso de los receptores en los LT. De todas maneras, la
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efectiva respuesta de la inmunidad adaptativa es dependiente en gran medida de las sefiales

generadas en los procesos inflamatorios mediados por la inmunidad innata™3l,

El SIA puede ser dividido ademas en dos ramas fundamentales: la inmunidad mediada por
anticuerpos (humoral) producidos por los LB y la inmunidad mediada por células (celular) de los
LT. Si bien ambos componentes son esenciales para las respuestas inmunes efectivas, los
mecanismos mediados por células desempefian un papel fundamental en la eliminacion de las
células cancerigenas debido a las habilidades especiales que poseen los linfocitos TCD8*
citotoxicos (CTL) 1. Todas las complejidades del sistema inmunitario trabajan en conjunto para

proteger y eliminar cualquier elemento extrafio del organismo.

6.3. La piel como 6rgano inmune

La piel es un compartimento crucial para la respuesta inmune, que requiere vigilancia constante
sobre patdgenos invasores, antigenos ambientales, acoplado con tolerancia a lo propio y a la
microbiota que alberga®*°l, Durante los procesos inflamatorios, multiples células del sistema
inmune que atraviesan la piel o que residen en ella, son reclutadas para coordinar diversas
respuestas inmunitarias comunicandose entre si incluso con células no inmunitarias, como los

queratinocitos, los nervios periféricos y la microbiota presente en la piel.

Las células inmunes de la piel se encuentran distribuidas en dos capas principales: la epidermis y
la dermis. En la epidermis se encuentran las células de Langerhans (LCs), las cuales son las Unicas
células presentadoras de antigenos (APCs- del inglés antigen-presenting cells) que residen entre
los queratinocitos?y. Ademas, en los ratones encontramos dos subpoblaciones especificas de
células T: los linfocitos Ty y los linfocitos Tas CD8™ residentes de memoria (CD8*Trwm). Por otra
parte, en la dermis encontramos diferentes tipos de células de la inmunidad innata con ontogenia
y funcionalidades distintas las cuales incluyen: Las DCs, macr6fagos, mastocitos y células
linfoides innatas (ILCs)??. Ademas, en condiciones normales, un pequefio nimero de neutréfilos,
monocitos y células Ty vigilan la dermis censando patdgenos. Por otro lado, los monocitos,
macrofagos, neutréfilos y las LCs juegan un papel fundamental en el reclutamiento y activacion
de DCs, las cuales son ampliamente reconocidas como la piedra angular del sistema inmunologico,
ya que desempefian un papel fundamental al establecer una conexion entre la respuesta

inmunoldgica innata y adaptatival®® 2%,

Los macrofagos son células residentes de los tejidos los cuales tienen una gran plasticidad y

flexibilidad. En presencia de Ags estos pueden polarizar la respuesta inmune innata hacia la
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produccidn diferentes patrones de citoquinas. Se han identificado dos poblaciones principales de
macrofagos: M1 (proinflamatorios) y M2 (antiinflamatorios). Los M1 son generados en presencia
de IFN-y o patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs- del inglés pathogen-associated
molecular patterns) microbianos, y producen altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias
(interleugquina (IL)-1, IL-6, IL-12 y TNF-a entre otras), con elevada expresion de moléculas
MHCII. Por otra parte, los M2 se generan en presencia de IL-4, IL-10 e IL-13, expresan bajos
niveles de MHCII y muestran un tipo de respuesta anti-inflamatoria y de cicatrizacion mediante la
produccion de IL-10 y Arginasa®®. En los procesos inflamatorios agudos, posterior al
reconocimiento de PAMPs o DAMPs (DAMPs- del inglés damage-associated molecular patterns)
por los PPR en macrofagos, se activan variados genes que equipan a estas células con nuevas
funciones, entre las que se encuentra la produccion de citoquinas como TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8
e IL-18. Las citoquinas TNF-a e IL-1B tienen un papel fundamental sobre el endotelio causando
vasodilatacion y aumento de la expresion de moléculas de adhesidn que posteriormente permiten
la extravasacion de neutrofilos desde la sangre hacia el foco inflamatorio. Las citoquinas IL-8 e
IL-18 regulan la quimiotaxis y la activacion de neutrofilos mientras que la IL-6 tiene un rol

fundamental en la diferenciacion de células mieloides en el sitio de inyecciont?’l,

Los monocitos son células efectoras del sistema inmunitario innato que se desplazan rapidamente
desde la sangre periférica hacia los tejidos durante una inflamacion a través de receptores de
quimioquinas y reconociendo a los patdgenos mediante sus PRR. Estas células desempefian
diversas funciones, entre ellas la produccion de factores inflamatorios, la fagocitosis de células
necroticas y la captacion de moléculas toxicas. En condiciones inflamatorias, los monocitos
también pueden diferenciarse en DCs inflamatorias o macrofagosi?®l. Recientemente, los
monocitos han adquirido importancia como reguladores importantes del desarrollo y progresion
del cancer, con diferentes subconjuntos poblacionales que parecen tener roles opuestos al permitir
el crecimiento tumoral o prevenir la propagacion metastasica de células cancerosas. Los monocitos
también actian como una fuente primaria de macréfagos asociados a tumores (TAMs) y DCs de

larga vida que moldean el microambiente tumoral®,

Los neutréfilos son un componente esencial del sistema inmunoldgico innato, constituyen la
primera linea de defensa del organismo para combatir infecciones, mantener la homeostasis y estan
dotados de un arsenal de receptores para reconocer multiples PAMPs y DAMPs. No son células
residentes de tejidos, sino que son muy abundantes en la circulacién (70% de todos los leucocitos
circulantes en humanos y entre 0- 20% en ratones)%. En condiciones de dafio o inflamacion los

neutrofilos son reclutados al sitio inflamatorio donde se activan y liberan quimioquinas y otros
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factores que reclutan leucocitos al area local, incluyendo LT, DCs, monocitos, macréfagos y a
otros neutrofilos(?®l, Sus principales funciones innatas incluyen la desgranulacion, la fagocitosis y
la liberacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NET: redes de ADN expulsadas y decoradas
con proteinas microbicidas como mieloperoxidasa, elastasa y defensinas)®-32l, Por lo general, los
neutrofilos tienen una vida Util corta de aproximadamente un dia. Sin embargo, subproductos
inflamatorios o citoquinas pueden activarlos y, dependiendo de la situacién, su vida util puede
extenderse durante algunos dias, lo que les permite participar en actividades mas complejas, por
ejemplo, en la interaccion multicelular que ocurre en el microambiente tumoral (TME- del inglés
tumor microenvironment) o en el microambiente local generado en respuesta a la administracion
de vacunas!?®3%, |gualmente, estudios recientes indican que algunos neutréfilos pueden migrar a
los linfonodos drenantes y presentar antigenos, corregular respuestas de L334y matar de manera

dependiente de anticuerpost®l.

Las LCs residen en la epidermis en condiciones estacionarias. Durante mucho tiempo se las
consideraba como una subpoblacion de DCs dadas sus capacidades migratorias; pero nuevas
evidencias demuestran que derivan de linajes de macrofagos y no de DCs, por lo que actualmente
son clasificadas como macrofagos residentes de tejidost®®l. Se originan a partir de precursores
embrionarios y se encuentran censando antigenos en la superficie epidérmica (propiedades que
son caracteristicas de los macr6fagos), pero también son capaces de migrar hacia los ganglios
linfaticos, lo que indica que comparten un disefio funcional con las DCs?Y. Son células con una
gran plasticidad pues son capaces de adaptarse a diferentes estimulos inmunitarios en la piel, tanto
en areas de inmunosupresion y/o tolerancia, como en respuestas proinflamatoriast®tl. En
condiciones inflamatorias pueden activar LT residentes en la piel y ademas, en respuesta a IL-1[3,
factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) se incrementa su migracion a los linfonodos drenantes y la consiguiente
activacion de LT lo cual indica que tienen un papel importante en la mediacion de la fase adaptativa

de la inmunidad cutaneal®”.

Las DCs por su parte se reconocen como una poblacion heterogénea que comprende varios
subconjuntos distintos en términos de su desarrollo, diferencias fenotipicas, localizacién y
especializaciéon funcional. Esta especializacion funcional permite a las DC iniciar respuestas
inmunitarias distintas en diferentes contextos inmunoldgicos!?®l. De forma general, las DCs pueden
ser divididas principalmente en celulas dendriticas convencionales (cDCs) y no convencionales,

como las células dendriticas plasmacitoides (pDCs) y las células dendriticas derivadas de
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monocitos (moDCs). Por su parte las cDCs pueden agruparse en cDC1 y cDC2, excelentes en la

presentacion de antigenos mediada por MHCI y MHCII respectivamentel3e],

Como resultado del encuentro de las DCs con los Ags en combinacién con el reconocimiento de
DAMPs y sefiales de inflamacidn enddgenas o exdgenas se produce su maduracion; proceso que
incluye el incremento de la presentacion de antigenos y de la densidad de moléculas
coestimuladoras en la superficie celular (CD40, CD80 y CD86), la produccion de citoquinas
proinflamatorias y su migracion hacia 6rganos linfoides secundarios donde los Ags previamente
internalizados procesados y cargados en MHC son presentados a los LT, Importantemente las
DCs tienen un rol fundamental en la respuesta inmune antitumoral, dado a que estas pueden
detectar TAAs expresados en células cancerigenas, como por ejemplo proteinas mutadas o

aberrantes(“?,

Las cDC1 se identifican por la expresion de XCR1[ly poseen mecanismos especializados para
mediar el reconocimiento de Ags extracelulares, su procesamiento y presentacién a LT CD8" en
un contexto de MHC I. Este proceso se denomina presentacion cruzada y es fundamental en la
generacion de respuestas inmunes frente a tumores [*°1. Dentro de las DCs, las cDC1 son las células
que preferentemente realizan presentacion cruzada in vivo, debido a la alta expresion de genes
codificantes para MHC-I, la alta produccién endosomal de especies reactivas de oxigeno (ROS) y

baja acidificacion en los mismos, los cuales son indicativos de una eficiente presentacidn cruzada.

Ademas, las cDC1 tienen la capacidad de iniciar respuestas de LT de novo después de migrar a los
ganglios linfaticos drenantes, asi como de atraer células T, secretar citoquinast® y presentar
antigenos tumorales dentro del TME, mejorando la funcién de los CTL locales®l. La importancia
de las cDCL1 en la inmunidad antitumoral ha sido demostrada por varios estudios con ratones
deficientes en Batf3 (deficientes de cDC1), los cuales muestran pérdida en la capacidad de rechazar
tumores inmunogénicos trasplantables e incapacidad para soportar inmunoterapias basadas en
células T, como la terapia adoptiva con células T o el bloqueo de puntos de control inmunologicos
(ICB) (del inglés immune checkpoint blockade) (ICB)1641-441 |_as ¢cDC1 también pueden activar
a LT CD4" através de la presentacion de antigenos del MHC de clase I1'y pueden polarizar los LT
CD4* activados hacia un fenotipo Th1 a través de la secrecion de IL-12%1, Aunque las cDC1 rara
vez se encuentran en el microambiente tumoral, su presencia en el melanoma se ha vinculado con
un aumento en la infiltracion de LTMI; por lo tanto, se sugiere que, si los niveles de DC1 en el

microambiente tumoral pudieran aumentarse, esto podria mejorar la eficacia de la inmunoterapia.
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Las cDC2 por su parte se especializan en la presentacion de antigenos mediada por MHCII y son
las APCs mas eficientes para la activacion y expansion de los linfocitos T CD4*#6471 Son la
poblacion de DC maés frecuente presente en la sangre, los drganos linfoides y los tejidos, y
promueven una amplia gama de respuestas inmunolégicas que incluyen Thl, Th2 y Th17 en
contextos especificos, cuya principal funcidn es mantener la respuesta inmune, en este caso, contra
Ags tumorales™®l. Su participacion en este proceso estaria dada por la secrecion de citoquinas
como IFN-y y TNF-q, las cuales potencian la respuesta inmune mediante la induccion de la
expresion de MHC de clase | y Il en las células tumorales y de presentacion de antigenos,
aumentando la inmunogenicidad del tumor!*®-24, Ademas, la produccion de IL-2 por parte de LT
CD4" residentes en los tumores incrementan el reclutamiento de LT CD8* hacia el tumor,
promueven su proliferacion y potencian su capacidad citotoxical*?. Los LT CD4* también tienen
una funcién importante durante el proceso de activacion de los LT CD8". Se ha demostrado que
cuando los LT CD4" activados y LT CD8" reconocen a su antigeno en una misma c¢DC1, la
interaccion que se produce entre CD40 de la cDC1 y CD40L del LT CD4* estimula la activacion

y la memoria de los LT CD8* [121319]

Las pDCs se distinguen por su capacidad para producir grandes cantidades de IFN tipo | en
respuesta a infecciones virales*®l. Se encuentran principalmente en érganos linfoides y pueden
migrar a través de la circulacion sanguinea hacia los ganglios linfaticos!“®4’l. Ademas de su
capacidad de respuesta inmunitaria innata, las pDC también pueden actuar como células
presentadoras de antigeno y tienen una regulacion distintiva de la expresion de MHC de clase Il
en la superficie celular que resulta en la presentacidn sostenida de complejos peptidicos-MHC y
antigenos. Aunque se ha comprobado que las pDC humanas y de raton pueden desencadenar la
activacion de los LT CD8" en ciertas situaciones, por otra parte se cree que estan involucradas en
la inmunosupresion asociada al cancer, en gran medida debido a su capacidad de estimular las
poblaciones de LT reguladores (Treg) promotoras del tumor y su limitada capacidad de activar los
LT naivel*],

Las moDCs se originan a partir de monocitos en respuesta a procesos inflamatorios o a una
combinacion de estimulos que incluyen GM-CSF, TNF-o e IL-4*%l. Durante este proceso de
diferenciacion, los monocitos experimentan cambios en su morfologia, funcion y expresion de
marcadores de superficie para adquirir caracteristicas propias de las DCsP%51, Ademés de su papel
en la presentacion de antigenos, las moDCs producen citoquinas y moléculas de sefializacion que
modulan la respuesta inmunitaria y la inflamacion. Estas células tienen la capacidad de expandirse

de manera significativa durante procesos infecciosos. Tambien desempefian un papel importante
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en el transporte y transferencia de antigenos hacia otras subpoblaciones de DCs, en la presentacion
de antigenos durante la respuesta inmune contra el cancer asi como en la activacion de los LT
CD8, lo cual las convierte en actores clave en la defensa del organismo contra patégenos y en la

respuesta inmune antitumoral®0-52531,

6.4.  Neutrdfilos y dindmica inmunologica en la piel.

Debido a su robusta reactividad frente a patdgenos, los neutréfilos generalmente no son células
residentes de tejidos; en cambio, como mencionabamos anteriormente, se producen y almacenan
en grandes reservas en la médula listos para ser liberados a la circulacion. Los monocitos también
se originan en la médula 6sea, y los monaocitos circulantes pueden dar origen a macrofagos y DCs.
A diferencia de los neutréfilos, los macrofagos residentes en los tejidos son menos
inmunorreactivos, lo cual es una caracteristica importante que les permite patrullar los tejidos en
busca de patdgenosi?®l. Luego de que los macréfagos residentes en los tejidos reconocen PAMPs
0 DAMPs se activan y producen quimioatractantes de neutréfilos, como CXCL1, CXCL2, IL-1a
y proteina quimioatractante de monocitos-1 (MCP-1) lo cual tiene como resultado un réapido flujo
de neutrofilos hacia el sitio de infeccionl®l. Ademas, los macrofagos actlian para prolongar la
supervivencia de los neutrofilos mediante la produccion de una variedad de factores de crecimiento
como el GM-CSF, el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y TNF-a. Este evento
marca tipicamente el inicio de la inflamacion. Evidentemente, los neutréfilos, monocitos y
macrofagos trabajan en conjunto para potenciar la respuesta inmune innata contra los patégenos;
sin embargo, es importante que esta relacion esté regulada de manera estricta, ya que podria

contribuir a una inflamacion excesiva y al inicio e algunas patologias®.

Una vez reclutados, los neutrofilos son capaces de inducir una segunda oleada de respuesta
inflamatoria. En primer lugar, el fenotipo de los neutréfilos se altera para adaptarse al entorno
cambiante. A medida que esto ocurre, los neutrdfilos regulan la liberacion de factores
guimioatrayentes, como la catepsina G y el azurocidin, que estan involucrados en el reclutamiento
de otras células del sistema inmune, en particular monocitos/macr6fagos. ElI mecanismo
subyacente implica la regulacion al alza de varias moléculas de adhesion en el endotelio,
incluyendo la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), la molécula de adhesion celular
vascular-1 (VCAM-1) y la selectina E. Ademas, los neutrofilos son capaces de alterar la
permeabilidad vascular induciendo cambios en la estructura citoesquelética de las células

endoteliales, promoviendo asi la transmigracion de otras poblaciones de células de la inmunidad
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innata. De esta manera se genera un bucle de retroalimentacion que involucra procesos

inflamatorios adicionales aguas abajo!®*l.

Por otra parte, el reclutamiento de neutrofilos, monocitos y macréfagos al foco inflamatorio, asi
como su activacion, conducen a la produccion de un conjunto de quimioguinas como CCI2,
CCL20, CCL5, CCL22, CCXL1l7, CXCL9, CXCL10, CXCL11 las cuales inducen el
reclutamiento de las DCs hacia la piel™ "1, Las DCs son cruciales para conectar la inmunidad
innata y la inmunidad adaptativa, desempefiando un papel fundamental en la promocion de la
defensa inmunoldgica y el mantenimiento de la tolerancia inmunitaria. EI movimiento de
diferentes subpoblaciones de DCs a través de tejidos linfoides y no linfoides es esencial para la
activacion y regulacion de la inflamacion y la inmunidad mediadas por estas. La quimiotaxis y
migracion de las DCs son desencadenadas por la interaccion entre quimioquinas y sus receptores,
y reguladas por diversos mecanismos intracelulares, como modificaciones proteicas,
reprogramacion epigenética, remodelacion metabdlica y reorganizacion del citoesqueleto,

adaptandose de manera especifica a cada tejidof>®%%,

6.5.  Respuesta inmune antitumoral.

Para que se genere una respuesta inmune antitumoral eficiente, es necesario que se desarrollen una
serie de eventos conocidos como Ciclo de Inmunidad- Cancer!®; donde se interrelacionan el Sl
y el SIABU y donde las DCs tienen un rol primordial®®?. Este proceso comienza con la generacion
de antigenos tumorales: antigenos asociados a tumor (TAA) y antigenos tumor especificos (TSA).
Las DCs capturan y procesan antigenos tumorales en un contexto proinflamatorio dado
principalmente por citoguinas proinflamatorias producidas por células de la inmunidad innata al
mismo tiempo que reconocen PAMPs/ DAMPSs, gue son liberados por las células tumorales que
mueren a través de muerte celular inmunogénica (ICD- del inglés immunogenic cell death) ya sea
de forma natural o inducida mediante diferentes tratamientos o condiciones de estrés(®3¢4l, Este
proceso genera la maduraciéon de las mismas lo cual conlleva a un incremento de moléculas
coestimuladoras, la produccion de citoguinas y la migracion hacia el 6rgano linfoide secundario

mas cercanol®?],

Una vez en los linfonodos las DCs presentan los péptidos de antigenos internalizados y procesados
en moléculas MHC. Los péptidos cargados en moléculas MHCII son presentados a linfocitos T
CD4"y los péptidos cargados en un contexto de MHCI pueden ser presentados cruzadamente a los
linfocitos T CD8* virgenes lo cual conlleva a su proliferacién y a la activacion de sus capacidades

citotoxicas; proceso que es crucial para la generacion de una respuesta inmune antitumoral 315661,
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Finalmente, los LT activados migran hacia el tumor y atacan a las células cancerosas que

moribundas liberan atin méas TAAs lo que refuerza la respuesta inmunoldgica contra el cancerf®,

Cada paso de este ciclo de respuesta esta regulado por maltiples factores, algunos estimulantes y
otros inhibidores. Los factores estimulantes promueven la respuesta inmunitaria, mientras que las
moléculas inhibitorias evitan que el proceso se descontrole y provoque autoinmunidad.
Desafortunadamente, las células cancerosas cuentan con varios mecanismos para evitar que el Sl
las reconozca y las ataquel®). El primero es disminuir la expresion de MHCI, que es necesario para
que los linfocitos se activen en presencia de antigenos extrafios. Ademas, algunas células
tumorales disminuyen la expresion de moléculas coestimuladoras de las APCs mediante
alteraciones del microambiente y que son esenciales para la activacion completa de las células T.
Por ejemplo, la proteina CTLA-4 presente en los LT activados pueden interactuar con las
moléculas CD80/CD86 en las APC, lo que bloguea la activacion de las células T produciendo
anergia 0 apoptosis®®®l. Estos mecanismos impiden que los Ags tumorales sean presentados
adecuadamente, lo que permite que las células tumorales pasen desapercibidas para el sistema
inmunolégico™. Otra forma de evasion inmunitaria del cancer es a través de la interaccion de las
proteinas PD-L1 o PD-L2 presentes en las células cancerosas que interactia con la proteina PD-1

en LT activados, lo que inhibe su activacién y provoca su agotamiento en el TME.

6.6.  Neutrdfilos: intercomunicacion con DCs y respuesta inmune antitumoral.

Los neutréfilos tienen un rol dual antagonico en el contexto del cancer; se les ha asociado tanto
con respuestas antitumorales como protumorales. Su heterogeneidad funcional es pléstica y puede
ser modulada por estimulos ambientales, lo cual ha impulsado investigaciones que buscan
estrategias terapéuticas dirigidas a manipular a estas célulast®yl. Los neutréfilos se polarizan hacia
fenotipos proinflamatorios/antitumorales (N1) o antinflamatorios/protumorales (N2) en respuesta
a sefiales ambientales de citoquinas/quimioquinast’. Cuando esta presente el GM-CSF, se
favorece la polarizacion hacia N1 mientras que la presencia del factor de crecimiento
transformante (TGF)-B en un contexto tumoral favorece el perfil N2U"3, Interesantemente, en la
sangre de pacientes con melanomas, la terapia con IFN tipo | parecié promover un fenotipo N1 en
los neutréfilos y se demostro6 in vivo en modelos de tumores murinos que los IFN tipo | influyen
en la polaridad de los neutrofilos hacia este fenotipo. También hubo evidencia de que el IFN-f
podria promover un fenotipo antitumoral en los neutr6filost!. Esto evidencia que la plasticidad
entre los fenotipos N1 y N2 puede ser manipulada para producir respuestas deseadas en el entorno
tumorall?,
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Por otra parte, aungue las DCs son generalmente células residentes en tejidos y los neutrofilos son
un componente principal de la sangre, estos leucocitos se relacionan en sitios de inflamacion y en
organos linfoides. Los neutréfilos, se desplazan rapidamente hacia areas de lesién o inflamacion,
donde se ha demostrado que desempefian funciones en el reclutamiento, activacion y maduracion
de las DCsI™l. Los neutréfilos producen quimioquinas y productos antimicrobianos que reclutan
DCs inmaduras al area local, y las DCs inmaduras también producen factores que reclutan
neutrdfilos, lo que puede amplificar la colocalizacion y promover la interaccion entre neutréfilos
y DCsl™. Se ha demostrado que los neutréfilos apoptéticos después de fagocitar patdgenos pueden
actuar como fuente de antigenos para que las DCs los capturen y los presenten a los LTI,
También se ha demostrado que las NETs generadas por neutrofilos pueden inducir la produccion
de quimioquinas que son responsables de atraer mas neutréfilos al foco inflamatorio, indicando
que la produccion de estas puede resultar en la amplificacion de la presencia y funcién de los

mismos!31,

En otro contexto, estudios realizados de las interacciones entre neutrofilos y DCs han demostrado
que los neutrofilos pueden estimular a las DCs para promover su activacién mediante diferentes
mecanismos[’l. Se ha demostrado que los neutréfilos activan la maduracion de las mo-DCs in
vitro en un proceso que involucra el TNF-a y el contacto célula-célula a través de la molécula de
adhesion intercelular especifica de DCs (SIGN)/CD209 y Mac-1, y que estas DCs activadas
apoyan la formacion de respuestas Th1[™®],

Ademas, se ha demostrado que en un contexto proinflamatorio, los neutrofilos pueden adquirir un
fenotipo de APC (mediante la regulacion al alza de las moléculas de MHC 11 y las moléculas
coestimuladoras CD80/CD86); pueden migrar a los linfonodos drenantes y desencadenar la
activacion de las células T CD4*Bl Asi mismo se ha demostrado que existe un subtipo
especializado de neutréfilos que fue identificado en estadios iniciales de los tumores, los cuales,
son capaces de hacer presentacion cruzada de antigenos a LT CD8*I7®l. Interesantemente, otros
reportes similares indican que la activacién de los receptores FcyR convierte a los neutréfilos en
APCs que presentan antigenos a los LT CD8" para inducir la inmunidad antitumoral en modelos
de melanomal””l. Sin embargo la capacidad de los neutréfilos asociados al tumor para activar vias
inmunes adaptativas disminuye a medida que los tumores progresan, lo cual demuestra el rol
fundamental que tienen estas células en el inicio de la respuesta inmune antitumoralf®°l,

Existe muy poca informacion sobre eventos tempranos durante la inmunizacion contra tumores.
Las observaciones de que los neutrofilos pueden modular a las DCs sugieren que éstos pueden ser

actores contribuyentes importantes en la organizacion de respuestas inmunes adaptativas
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antitumorales, por lo que mejorar nuestra comprension de la interaccion entre estas dos
poblaciones celulares durante la vacunacion con TRIMELVax, ayudaria a entender los
mecanismos involucrados en la inmunizacion contra el cancer y generarian oportunidades para

mejorar las vacunas.

6.7.  Inmunoterapias contra cancer y TAPCells®.

Dado el importante rol que juega el sistema inmune en el control y eliminacion de las células
tumorales, se han desarrollado terapias que buscan mejorar o activar la respuesta del sistema
inmune de los pacientes. En este sentido, la inmunoterapia ha surgido como una aproximacion
revolucionaria al tratamiento del cancer["l. El principal propésito de las inmunoterapias contra el
cancer son inducir activamente respuestas inmunes contra antigenos tumorales, y revertir la
inmunosupresién/tolerancia en el microambiente tumoral, destruyendo de forma efectiva los

tumores[™!.

Desde el 2011 la FDA (Food and Drug Administration) y la EMA (European Medicines Agency)
han aprobado varias inmunoterapias contra melanoma maligno las cuales incluyen: los
tratamientos de ICB como el anticuerpo anti-CTLA4 (Ipilimumab), y anti-PD1 (Nivolumab y
Pembrolizumab)®®, y la utilizacion del virus oncolitico talimogene laherparepvec (T-VEC)®.
Estos biofarmacos han sido eficaces en el tratamiento de MM ya sea usados como monoterapias o
como terapias combinadas entre si. No obstante, existe un grupo significativo de pacientes que
presentan resistencia primaria o adquirida a estos tratamientos y una serie de efectos inflamatorios
adversos!2®°7881l g cual demuestra la necesidad de la realizacion de estudios que impliquen la

utilizacion de combinaciones éptimas y/o nuevas terapias para el tratamiento de melanoma.

En este contexto, las vacunas terapéuticas contra el cancer, incluido el melanoma maligno, surgen
como una promesa debido a su potencial seguridad, especificidad y respuesta antitumoral de larga
duracion(®®1. Las vacunas contra el céncer involucran la administracion exdgena de Ags
combinados con adyuvantes que activan a las DCs. Su objetivo esta centrado en estimular el
sistema inmune de los pacientes contra antigenos tumorales especificos para controlar el
crecimiento tumoral, inducir la regresion de los tumores establecidos, combatir la fase metastasica

y la recurrencia de los tumores!*?l,

De forma general se han descrito tres tipos de plataformas para el desarrollo de vacunas en el
tratamiento de cancer: vacunas celulares, vacunas de vectores virales y vacunas moleculares

(peptidicas, péptidos sintéticos largos (SLP), DNA y RNA). La eficacia de las vacunas terapéuticas
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contra cancer depende de varios factores fundamentales como: 1.) la entrega de TAAs de alta
calidad a las DCs 11.) la éptima activacion de las DCs, 111.) una fuerte induccion y amplificacion
de CTL especificos contra péptidos derivados de TAA, IV.) la activacion y proliferacion de
linfocitos T CD4+ los cuales son indispensables para promover la respuesta efectora y de memoria
de los CTL, V. la infiltraciobn sostenida del microambiente tumoral, VI) la
durabilidad/mantenimiento de la respuesta en el tiempo VII.) la reduccion de los elementos
supresores o inhibidores del sistema inmune. De esta manera se garantizaria una respuesta que
potencia un balance positivo hacia la activacion de la respuesta inmune y por consiguiente la

regresion de los tumores y la reduccion de los efectos adversos no especificos(®28485],

Una de las plataformas de vacunas mas estudiadas en las Gltimas décadas es el uso de DCs como
sistemas de liberacion de TAA debido a su habilidad para fagocitar, procesar y presentar antigenos
tumoralest®®l, Existen dos estrategias fundamentales para condicionar a las DCs y que puedan
ejercer su funcion como células presentadoras de antigenos. La primera consiste en la vacunacion
candnica, donde usualmente las DCs son cargadas con Ags tumorales seguido de su administracion
en los pacientes®l. En este proceso las DCs que son aisladas o generadas in vitro a partir de sangre
periférica de pacientes pueden ser activadas y cargadas con antigenos mediante pulsacion de
péptidos correspondientes a TAAS 0 neoantigenos, electroporacion de mRNA (TriMix DCs),
transduccion lentiviral (SMART- DCs), fusion con células tumorales®! o estimuladas con lisados
tumorales completos ex vivo (DCs- Vaccines)®4l,

La segunda consiste en la vacunacion in situ, donde la captacion antigénica y el reconocimiento
inmune de los tumores estd mediado por la liberacién local de los Ags tumorales a través de
terapias y tratamientos estandares como por ejemplo el uso de lisados tumorales como fuentes
directas de Ags y la quimioterapia, irradiacion o la crio-ablacion como mecanismos para induccion
de ICD®888 un tipo de muerte celular donde la induccion de estrés celular culmina en la muerte
de las células tumorales y la exposicion en la membrana celular de calreticulina, la liberacién
extracelular de moléculas claves como: ATP, HMBG1 o proteinas de estrés celular, que
incrementan la activacion, las capacidades fagociticas y maduracion de DCs; lo que finalmente

mejora la presentacion de Ags a los LT167:88.891,

Durante los ultimos veinte afios el Laboratorio de Inmunologia Antitumoral (LIAT) ha realizado
contribuciones sustanciales al campo de la inmunoterapia del cancer basada en el uso de la
tecnologia TAPCells®, una vacuna de DC autdlogas generadas a partir de monocitos de sangre
periférica del propio paciente y posteriormente estimuladas con TRIMEL, un lisado proveniente
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de tres lineas celulares de melanoma metastasico previamente sometidas a estrés (shock) térmico.
Las TAPCells® han sido empleadas en estudios clinicos para el tratamiento de melanoma
maligno® y cancer de prostata resistente a castracion(®!l con resultados clinicos verificables.
Aunque los resultados son alentadores, existe un porcentaje de pacientes que no responden a la
terapia. Esto puede estar relacionado con que las DCs poseen una heterogeneidad fenotipica y
funcional considerable, identificandose varios subtipos celulares con diferentes funciones. Por otro
lado, el proceso de transferencia tecnoldgica de las TAPCells® es altamente personalizado y
requiere de una logistica compleja, dado que se basa en la utilizacién de células sanguineas
autologas. Esto hace necesario la busqueda de nuevas formas de administrar los antigenos
tumorales directamente en el paciente, en un contexto proinflamatorio adecuado capaz de generar

una respuesta potente, efectiva y duradera.

6.8. TRIMELVax una vacuna terapéutica contra melanoma maligno.

Durante décadas se ha intentado generar vacunas derivadas de lineas celulares tumorales con
limitado éxito®, Un ejemplo es GVAx®, una vacuna convencional que consiste en células
aut6logas de melanoma B16 modificadas para secretar GM-CSFP2%l |a cual ha demostrado una
limitada eficacia en ensayos clinicos de pacientes con diferentes tipos de cancer, incluyendo
melanoma avanzado, siendo efectiva solo cuando es aplicada junto a terapias basada en el uso de

anticuerpos contra bloqueadores de punto de control inmunol6gicos(®2%4-961,

En este sentido, en el Laboratorio de Inmunologia Antitumoral (LIAT) esta desarrollando una
innovadora vacuna que puede ser administrada de forma directa en pacientes con melanoma
maligno, llamada TRIMELVax. Su formulacion consiste en una mezcla de TRIMEL y la
hemocianina del molusco chileno C. Concholepas (CCH) como adyuvante el cual se conoce que
promueve el reclutamiento de células al sitio de inyeccion a través de la inflamacion aguda y la
interaccion con receptores de patrones moleculares (PRRs) en las APCs que conducen a su

activacion(®”:%8],

El lisado tumoral derivado de tres lineas alogénicas de melanoma humano (Mell, Mel2 y Mel3)
contiene un variado repertorio de antigenos asociados a melanoma (MAAs) como por ejemplo:
MART-1/ MelanA, gp100, MC1R, MAGE, GAGE, NY-ESO-1 y Tyrosinasal®®. Se demostr6 que
el condicionamiento de estas lineas tumorales con HS favorece la produccién de DAMPs como,
por ejemplo: translocacion de calreticulina (CRT) a la membrana celular, la liberacion de
HGMB1P® e induce la expresion génica de proteinas de shock térmico (HSPAG, CRYAB, HSPB3,

DNAJBS, HSPA1L, DNAJC5G, HSPA1B, CRYAA, HSPA1lA, DNAJB1, SERPINHI,
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DNAJC5B, BAG3, HSPH1, HSPB1, DNAJB7) y DNAJB13) las cuales inducen una oOptima

activacion de las DCs y una eficiente presentacion cruzada.

Estudios previos realizados por Gleisner y colsi® han demostrado que TRIMELVax, utilizado
como tratamiento preventivo y terapéutico, muestra una eficiente capacidad para controlar el
crecimiento de tumores y aumentar la supervivencia en un modelo murino de melanoma B16F10,
induciendo respuestas tanto celulares como humorales. Se demostr6 que los lisados tumorales
humanos (TRIMEL) y murinos (B16F10) son mayoritariamente fagocitados por células
dendriticas tipo 1 (cDC1), lo que promueve la activacion de estas células y la presentacion cruzada
de antigenos tumorales. Ademas, se observo la presencia de anticuerpos especificos contra el

melanoma en los ratones vacunados%.

Adicionalmente, se comprobd que TRIMELVax ejerce una modulacion sobre el microambiente
tumoral, facilitando una mayor infiltracion intratumoral de cDC1 y linfocitos T CD8+.
Especificamente, se ha identificado una subpoblacion de linfocitos T CD8+ PD-1"" que se
relaciona con un menor agotamiento funcional y con respuestas efectoras necesarias para controlar
el crecimiento del tumorl*%191, Basandonos en estos resultados, TRIMEL Vax se posiciona como
un candidato prometedor en el desarrollo de una vacuna contra el melanoma maligno, si bien ain
quedan por desentrafiar los mecanismos y el papel de los componentes del sistema inmunolégico

que condicionan su eficacia, especialmente en modelos experimentales y en pacientes.

Como detallamos anteriormente el inicio de las respuestas inmunes en los tejidos periféricos
especificamente en la piel y en los linfonodos drenantes es un proceso complejo que requiere de
muchos pasos e interacciones entre componentes celulares y moleculares del sistema inmune
innato, siendo el reclutamiento de macréfagos, neutréfilos y DCs al sitio de inyeccion vy el
transporte de los antigenos mediante distintos subtipos de DCs desde la periferia hasta los
linfonodos dos pasos criticos para la posterior activacion de los LT y su direccionamiento hacia el

tumort39,

Ademas, los neutrofilos estan siendo reconocidos como células altamente adaptables y
sofisticadas, capaces de sintetizar nuevos componentes y con una vida util potencialmente
prolongada. Los nuevos conceptos de heterogeneidad y plasticidad de los neutréfilos han revelado
que, en situaciones patoldgicas, estos pueden diferenciarse en subconjuntos distintos con
caracteristicas y funciones especificas. Estos subconjuntos seguramente afiadiran complejidad a
las interacciones entre los neutrofilos y otros tipos de células inmunitarias y consideramos que

pueden tener un papel interesante en el mecanismo de accion de TRIMELVax, contribuyendo asi
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a una respuesta inmunitaria efectiva. De ahi que resulte relevante comprender como acttan en el
microambiente tisular periférico poblaciones de macrofagos, neutréfilos, LCs, DCs y sus
mediadores moleculares luego de la administracion de TRIMELVax, para lograr la optima
activacion y maduracion de DCs y evaluar las distintas poblaciones de DCs involucradas en el
proceso de presentacion de Ags tumorales en los linfonodos drenantes.
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7. HIPOTESIS

TRIMELVax induce una inflamacion aguda temprana, caracterizada por una mayor densidad local
de genes para citoquinas y quimioquinas proinflamatorias y un rapido y potente reclutamiento de
neutrofilos, que potencian la migracion de las cDCL1 a los linfonodos drenantes favoreciendo el

control del crecimiento tumoral.

8. OBJETIVOS.

8.1.  Objetivo general:

Caracterizar el efecto temprano de TRIMELVax sobre la produccion aguda de factores solubles
(citoquinas y quimioquinas) y poblaciones celulares de la respuesta inmune innata que favorecen
la generacidn de una respuesta inmune antitumoral efectiva, con el fin de aportar en las estrategias

de inmunoterapia contra el cancer.

8.2.  Objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto temprano de TRIMELVax en el microambiente del sitio de inyeccion,
especialmente el anlisis genes para citoquinas y quimioquinas y la infiltracion de células del
sistema inmune innato especificamente neutréfilos, DCs, monocitos y macréfagos.

2. Analizar el efecto de la vacuna TRIMELVax, sobre la migracion masiva de las cDC1s y otras
poblaciones de células presentadoras de antigenos a los linfonodos drenantes.

3. Determinar el efecto de los neutréfilos de la respuesta temprana a la inmunizacion con
TRIMELVax sobre la migracion de las cDC1 a los linfonodos drenantes y su impacto en la

capacidad de eliminar tumores.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Animales.
Ratones C57BI/6 wild-type de entre 6 y 12 semanas fueron comprados y mantenidos en las facilidades
para ratones de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile en condiciones libres de patégenos.
Todos los procedimientos realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile. Certificacion CBA1074-MED-UCH.

9.2. Lineas celulares y reactivos.

La linea de melanoma murino B16F10 (ATCCCRL-6475) fue donada por el Dr. Alvaro Lladser de la
Fundacion Ciencia&Vida, y por la Dra. Maria Rosa Bono de la Universidad de Chile. Las lineas celulares
Mell, Mel2 y Mel3 fueron establecidas en el laboratorio a partir de linfonodos metastasicos de 3 pacientes
con melanoma maligno. La linea celular murina B16F10/mGM-CSF (GVAX®) fue adquirida en RIKEN
BioResource Research Center (Riken BRC Cell Bank, ref RCB1158). Las lineas celulares B16F10, Mell,
Mel2, Mel3 y B16F10/ mGM-CSF fueron mantenidas en medio RPMI 1640 (CORNING, ref 10-041-
CMR) y DMEM (CORNING, ref 10-013-CMR) respectivamente, suplementados con 10% de suero fetal
bovino (FBS) (CORNING, ref 35-010-CV) ademas, de los antibidticos penicillina y streptomicina (PS)
1% (CORNING, ref 30-002-Cl) en un incubador a 37°C con 5% de CO>. La hemocianina proveniente de
Concholepas Concholepas (CCH) fue donada por la Dra. Maria Inés Becher (Biosonda, lot:21112020).
El 5-(and 6) — Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) fue adquirido en ThermoFisher
(ThermoFisher Scientific, ref 65-0850-84).

9.3.  Preparacion de lisados de lineas tumorales.
La preparacion de TRIMEL se realizd de acuerdo a lo descrito por Aguilera y cols %, De forma resumida,
una mezcla en iguales proporciones de Mel1, Mel2 y Mel3, a una concentracion final de 8x10° células/mL,
se incuba por 1 hora a 42°C seguido de 2 horas a 37°C. Finalmente, las células se lisan con tres ciclos de
congelacién/descongelacion en nitrogeno liquido, y se almacenan a -80°C hasta su posterior uso. Para la

preparacion del lisado de B16F10 se utiliza el mismo procedimiento.

9.4. Preparacion de vacunas

a. TRIMELVax.

Se formula al momento de la vacunacion. TRIMEL previamente generado se mezcla en proporcion 1:1
con el lisado de B16F10, y se adicionan 200ug de CCH por dosis.

b. GVAX®,
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Al momento de la vacunacion se descongelan y formulan 1x10° células B16F10/mGM-CSF (GVAX)

previamente irradiadas con 150 Gry en 30 puL de PBS 1X.

9.5. Reclutamiento de poblaciones celulares en modelo de almohadilla plantar trasera.

Ratones C57BI6 recibieron en la almohadilla plantar trasera la administracion subcutanea (s.c) de 30 pL
de los siguientes tratamientos: a) TRIMELVax, b) GVAX y ¢) PBS como control de vehiculo. Los ratones
fueron eutanasiados a las 6, 12 y 24 horas posteriores a los tratamientos. Se determina el grado de
induracion en el sitio de administracion utilizando un caliper digital, para luego tomar muestras de biopsias
(de todo el cojinete plantar) y analizar la composicion celular mediante citometria de flujo (FACS).Se
identifican las poblaciones basadas en los siguientes marcadores: M1(CD45" CD11b* F4/80" CD206%),
M2(CD45" CD11b" F4/80* CD206%), neutréfilos (CD45" CD11b* F4/80° Ly6G*), monocitos (CD45*
CD11b* F4/80"Ly6C*), moDCs (CD45* CD11b* F4/80" Ly6C* MHCII*), cDC1 (CD45" CD11c* MHCII*
CD11b CD24%), LCpies (CD45" CD11c™ MHCII* CD11b" CD24" CD26°), cDC2pier (CD45" MHCII*
CD11b* CD24" CD26%), LCpn (CD45* CD11ct MHCII* CD11b* CD24%), cDC2pn (CD45+ CD11c?
MHCII* CD11b* CD24).

9.6. Ensayo de migracion con CFSE.
Grupos de ratones C57BI6 fueron inmunizados por via s.c en la almohadilla plantar trasera con 30 uL de
los siguientes tratamientos: TRIMELVax, GVAx o PBS. Posteriormente, se administran 20 uL. de CFSE
por via s.c en la misma almohadilla plantar que previamente recibié la inmunizacion con los diferentes
tratamientos de estudio a distintos tiempos luego de la inyeccidn y 24 horas previas a la eutanasia de los
animales. Los animales fueron utanasiados a los tiempos 0, 12, 24, 48 'y 72 horas y se extrajo el pLN. Para
los anélisis a los tiempos 12 y 24 horas el CFSE se administra 2 horas posteriores a la administracion de
los tratamientos experimentales. Para los analisis de las 48 y 72 horas, el CFSE se administra a las 24
horas posteriores a los tratamientos. Luego de la eutanasia y extraccion del pLN se identifican mediante
FACS las poblaciones de DCs que migran desde el sitio de inyeccion hasta el pLN (DCs-CFSE™). En los
experimentos de deplecién de neutrdfilos, los ratones recibieron los siguientes tratamientos
experimentales: PBS, TRIMELVax, TRIMELVax + anticuerpo anti- Ly6G, TRIMELVax + anticuerpo

anti- 1gG; siguiendo el mismo esquema de tratamiento previamente descrito.

9.7.  Deplecion de neutrofilos.
Para los estudios de migracion con CFSE, la deplecion de los neutrdfilos se realizd 24 horas antes de la
administracion de los tratamientos de estudio, mediante la administracion intraperitoneal de una dosis de

20ug del anticuerpo monoclonal Ly6G (1A8) (BioXCell, Cat: BE0O075-1) o el anticuerpo monoclonal rat
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lgG2a (2A3 BioXCell, Cat: BE0O089) como control de isotipo. Para la deplecion de los neutréfilos en el
modelo murino de crecimiento tumoral, el anticuerpo monoclonal anti Ly6G y el anticuerpo control de
isotipo, fueron administrados en los distintos grupos de ratones a los dias 0, 5 y 11 posteriores a la
inoculacién con la linea celular de melanoma maligno murino B16F10. Se midi6 la eficacia de la deplecién
de los neutréfilos mediante el analisis de la presencia de los mismos en sangre periférica. del anticuerpo

anti Ly6G y del control de isotipo y se analizé6 mediante citometria de flujo de sangre total.

9.8. Ensayo de crecimiento tumoral.
Ratones C57BI6 fueron inoculados al dia 0 de forma s.c con 2.5x10* de células B16F10 en la parte baja
del flanco derecho. A los dias 1, 6 y 12 posteriores al desafio tumoral recibieron la inmunizacion s.c de
TRIMELVax o PBS en el flanco contrario. Se realizaron mediciones del crecimiento tumoral a los dias 8,
10, 12, 14, 16 y 18 posteriores a la inoculacion de los tumores. Finalmente, los ratones fueron eutanasiados
al dia 18. En los experimentos donde se incluye GVAX los ratones fueron vacunados de forma
intradérmica (i.d) a los dias 3, 9 y 12 posteriores a la inoculacion de los tumores y se siguié el mismo

esquema para la medicion del volumen tumoral y eutanasia. EI volumen tumoral se calcula mediante la

A2
siguiente formula: vt = % donde L (largo), A (ancho).

9.9. Recoleccién y procesamiento de muestras:

Piel. Se recolecta toda la almohadilla plantar, y se trata con una solucién de Dispase Il 1,6 mg/mL (Merck,
ref 04942078001) en PBS 1X (CORNING, ref 46-013-CM) durante 120 min a 37°C y 5% de CO>. Luego
las muestras fueron disgregadas mecanicamente e incubadas en una solucién enzimatica de Colagenase
1,5 mg/mL (Roche, ref 11088866001) y DNase | (Roche, ref 10104159001) 0,5 mg/mL en PBS 1X
suplementado con FBS (2%) por 60 min a 37°C y agitacion. La suspension obtenida fue filtrada utilizando
un cell strainer de 70 um (BD Falcon, ref 352350). Finalmente, el filtrado fue centrifugado y el precipitado
resuspendido en PBS 1X suplementado con FBS (2%). Luego las suspensiones celulares fueron separadas
para ser analizadas mediante FACS o RT-gPCR.

Linfonodos. Los pLN fueron disgregados mecanicamente, para luego ser incubadas con una solucion
enzimatica que contiene RPMI 1640 suplementado con SFB (2%), Colagenase 1,5 mg/mL y DNase | 0,5
mg/mL durante 45 min a 37°C. Posteriormente las muestras son filtradas a través de cell strainer 70 um,
se centrifugan y resuspenden en RPMI suplementado con FBS (2%).

Sangre. Se extraen 30 pL de sangre desde la vena central de la cola de los ratones de los grupos

experimentales, los cuales se depositan en un tubo eppendorf que contiene 20 uL de heparina sodica
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(Ascend Laboratories, ref UK814X), para posteriormente realizar citometria de sangre total mediante

citometria de flujo multiparamétrica.

9.10. Citometria de Flujo.
Las suspensiones celulares de piel y pLN fueron lavadas con PBS 1X e incubadas 20 min con una solucién
que contiene el marcador de viabilidad Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Thermo Fisher
Scientific, ref L34966). Posteriormente, las suspensiones celulares fueron incubadas 10 min con TrueStain
Fcy (CD16/32, clone 93) seguido de una incubacion de 30 min con la mezcla de anticuerpos segun el
protocolo de tincién y finalmente lavadas dos veces con PBS 1X suplementado con FSB (2%). Los
anticuerpos utilizados fueron los siguientes: CD3-BV510 (clone 17A2), CD19-BV510 (clone 6D5),
CD11b-BV421 (clone M1/70), Ly6C-BV605 (clone HK1.4), xcr1-BV650 (clone ZET), Ly6G- BV711
(clone 1A8), CD45-PerCP/Cy5.5 (clone 30-F11), F4/80- (clone MB8), Sirpla- AF700 (clone P84),
MHCII- APC/H7 (clone M5/114.15.2), CD86- AF488 (clone GL-1), CD206- AF647 (clone MR5D3),
CD24- PE/Cy7 (clone M1-69), CD26- FITC (clone H194-112), B220- PE (clone RA3-6B2), y CD11c-
PE/Dazzle594 (clone N418), todos Biolegend. Para las muestras de sangre, se adicionan 10 uL de la
solucion TrueStain Fcy (clone 93) y se incuban por 10 minutos para posteriormente adicionar las mezclas
de anticuerpos los que se incuban finalmente durante 30 minutos. Luego se lisan los glbulos rojos por 10
minutos con el buffer de lisis BD Pharm Lyse (BD Biosciences, ref 555899), y se centrifugan a 1800
RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras fueron adquiridas en los
citdbmetros de flujo FORTESSA X20 o BD FACSVerse (BD Biosciences) ubicados en los laboratorios de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los datos obtenidos fueron analizados mediante

FlowJo version 10.6.2.

9.11. Expresion de citoquinas y quimioquinas en la almohadilla plantar trasera.
La cuantificacion de la expresion de citoquinas y quimioquinas en la almohadilla plantar trasera se realiz6
mediante RT-gPCR utilizando el RT? Profiler PCR Array (Qiagen, ref 330231) siguiendo las instrucciones
del fabricante. De forma resumida, las muestras de piel fueron disgregadas como se describe anteriormente
y las suspensiones celulares fueron resuspendidas en Buffer RLT (Plus RNeasy Plus lysis Buffer Qiagen,
ref 1030963) y mantenidas a -80°C hasta su utilizacion. Para la extraccion de RNA total y su conversion
a cDNA se utilizo el RT? First Strand Kit 12 (Qiagen, ref 330401). Las reacciones de gPCR se realizaron
en el QuantumStudio 3 Real- Time PCR (Applied Biosystems™), y se utilizd el RT? SYBR Green ROX™
gPCR Mastermix (Qiagen, ref 330520). Los datos obtenidos fueron normalizados usando la media de un
panel de genes housekeeping (Actb, B2m, Gadph, Gusb, Hsp90ab1). Para la cuantificacion génica relativa

se utilizo el método de AACt y luego se calculd el cambio de expresion como 2°(-AACt). Cada muestra
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experimental fue analizada por duplicado y corresponde a un pool del RNA de las suspensiones celulares
de biopsias de 3 ratones independientes del mismo grupo experimental. Los RNA provenientes del grupo

tratado con PBS se consideran como el grupo control.

9.12. Anadlisis estadistico.
Los resultados fueron expresados como promedio £ SEM de un experimento, cuyo tamafio de muestra
varia entre n=5y n=6. Todos los datos fueron analizados utilizando GraphPad Prism 8.0.2. La normalidad
de los datos se analiz6 utilizando los test de Shapiro-Wilk test y Kolmogorov-Smirnov test. Para el andlisis
de las varianzas entre tratamientos y entre dosis se utilizo ANOVA de multiples vias seguido de un post-
test Turkey. Un valor de p < 0.05 se toma como estadisticamente significativo (*p < 0.05, **p< 0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001).
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10. RESULTADOS

10.1. TRIMELVax induce la expresion temprana de un perfil proinflamatorio de genes

de citoquinas y quimioquinas en el sitio de inmunizacion.

Para entender como TRIMELVax modula el microambiente subcutaneo periférico, estudiamos
mediante un array de RT- gPCR, 84 genes para citoquinas y quimioquinas expresados en el sitio
de inyeccidn a las 6 y 24 horas después de los tratamientos con TRIMELVax y GVAX. Para esto,
ratones C57BI6 fueron inyectados (s.c) en la almohadilla plantar trasera con 30 uL de cada uno de
los productos de estudio, fueron eutanasiados a los tiempos sefialados, se tomaron muestras de piel
de todo el cojinete plantar y se disgregaron mecéanicay enzimaticamente para obtener suspensiones
celulares, desde las cuales se realizo la extraccion de mRNA, la sintesis de cDNA y posteriormente
el gPCR (Figura 1A).

Nuestros resultados muestran que desde las 6 horas TRIMELVax, a diferencia de GVAX, induce
una potente sobreexpresion de genes para citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento
proinflamatorios en el sitio de inoculacién (Figura 1C). Observamos ademas que a las 6 horas
posteriores al tratamiento con TRIMELVax se detectan 49 genes sobreexpresados, mientras que a
las 24 horas se detectaron 19 genes sobreexpresados y tres genes inhibidos (Ccl24, Adipog, 1L18).
Por otro lado, el tratamiento con GVAX a las 6 horas induce la sobreexpresion de 16 genes y la
inhibicidn de otros tres genes (xcl1, IL2 y Thpo), mientras que a las 24 horas se induce la expresién
de 23 genes y la inhibicidon de otros tres genes (Tnfsf10, IL17a, Adipoq) (Figura 1B). Esto sugiere
que TRIMELVax favorece una mayor sobreexpresion de genes proinflamatorios comparado con

GVAX en ambos tiempos de estudio.

De los genes sobreexpresados luego del tratamiento con TRIMELVax, se detectan 19 genes que
codifican para quimioquinas a las 6 horas, y disminuyen a nueve genes a las 24 horas. Para el
tratamiento con GVAX observamos que a las 6 horas hay nueve genes sobreexpresados que
disminuye a siete a las 24 horas (Tabla 1). Realizamos un analisis de los perfiles de citogquinas
inducidos por los tratamientos con TRIMELVax y GVAX, y observamos que a las 6 horas
posteriores al tratamiento con TRIMELVax se induce la sobreexpresion de 17 genes para
citoquinas de los cuales 11 son citoquinas proinflamatorias y seis para citoquinas anti
inflamatorias. A las 24 horas posteriores al mismo tratamiento encontramos que se sobreexpresan
cuatro genes para citoquinas, tres de ellos para citoquinas pro inflamatorias y uno para anti
inflamatorias. Para el grupo tratados con GVAX se observa que a las 6 horas posteriores al

tratamiento se sobreexpresan tres genes para citoquinas, de los cuales dos son proinflamatorios y
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uno antiinflamatorio, mientras que a las 24 horas observamos la sobreexpresion de ocho

citoguinas: cinco proinflamatorias y tres antiinflamatorias (Figura 1C y Tabla 1).

Con el fin de identificar los genes que pudieran estar asociados con el perfil de reclutamiento
observado luego de la inyeccion de TRIMELVax, nos centramos en estudiar aquellos que se
encontraban sobreexpresados exclusivamente para esta vacuna a las 6 y 24 horas. Para esto los
genes sobreexpresados para los cuatro grupos de estudio fueron agrupados mediante un diagrama
de Venn dependiendo del tratamiento y del tiempo (Figura 1D), lo que nos permitio definir la

distribucién de los mismos.

Encontramos que el tratamiento con TRIMELVax a las 6 horas induce la sobreexpresion de 18
genes que no se comparten con otro grupo de estudio. Entre estos genes destacan las citoquinas
IL15 y IL17, y las quimioquinas Cxcll, CxCL10 y CxCL11l las cuales participan en el
reclutamiento y activacion de neutrofilosP”8l. Ademas, encontramos la sobreexpresion de los
factores de crecimiento Lif y Csfl que pueden actuar regulando la diferenciacion de monocitos a
macrofagos y la supervivencia de neutrofilos y macréfagos en el sitio de vacunacién (Figura 1Cy
D)[596% Se ha demostrado que Csfl (M-CSF) es un factor fundamental en la diferenciacion de
monocitos a macréfagos %, lo cual unido con la sobreexpresion de citoquinas pro inflamatorias
como TNF-a favorecen la diferenciacion hacia el perfil de macréfagos M1. Adicionalmente, sélo
para los grupos tratados con TRIMELVax a las 6 y 24 horas se sobreexpresan los genes para las
qguimioquinas Cxcl9 y Cxcl13, los cuales son producidos por macréfagos y tienen asociadas
diversas funciones en el reclutamiento de macréfagos, NK 'y LT y B (Figura 3 D y E)[626364]: asj
como de la quimioquina CcL19, ligando para CCR7 el cual regula la migracion de las DCs a los
linfonodos drenantest® y CxCl12 que regula la movilizacion de las DDCs en la dermis y el

movimiento de las LCs desde la epidermis a las dermis[*0%1%1,
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Figura 1: TRIMELVax induce una potente sobreexpresion de un patron especifico de quimioquinas

y citoquinas proinflamatorias. A,

representacion esquematica del protocolo de tratamiento. B,

cuantificacion del nimero de genes que estan regulados al alza o la baja en los diferentes tratamientos

(TRIMELVax o GVAX). C, Mapa de calor (Heat Map) que muestra los rangos de valores de veces de

induccion para los 84 genes de la placa de RT-qPCR, cada cuadrado del mapa corresponde a un gen 'y
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compara los tratamientos TRIMELVax y GVAX en diferentes tiempos (colores en verde corresponden a
genes regulados a la baja y los tonos en rojo corresponden a los regulados al alza). D, Diagrama de Venn.
Gréfica los genes que son sobreexpresados en los diferentes tratamientos a diferentes tiempos y la relacion
que existe entre ellos. E, comparacion entre TRIMELVax y GVAXx 6 horas y 24 horas para genes
relacionados con reclutamiento de neutrofilos al sitio de inyeccion y con la migracion de DCs a los
linfonodos drenantes. Los datos fueron analizados usando el método de AACt usando como control en grupo
tratado con PBS. Se toman como valores de corte >2 y <0,5 para establecer los genes regulados al alza y la
baja respectivamente. Se muestran los resultados de dos experimentos independientes donde cada muestra

corresponde a una mezcla del mMRNA de tres ratones.

Tabla 1: Resumen de genes sobreexpresados para quimioquinas y citoquinas en los grupos tratados con
TRIMELVAX y GVAX a las 6 horas y 24 horas.

TREATMENTS
Genes UP-
regulated
TRIMELVax 6h TRIMELVax 24h GVax 6h GVax 24h
Total 49 19 16 23
Cytokines Genes 17 4 3 8
Pro Inflamatory 11 (TNF, Ii1a, N1b, IL3, IL5, IL6, N12a, [12b, 5 (TNF, It1a, Ii1b,
Cytokines 1L15, IL17a, 1L27) 3 (IL1a, 11D, Ii123) 2 (Thb, IL5) 11123, 1112b)
Anti Inflamatory 3 (IL4, 1L10,
Cytokines 6 (IL4, IL10, IL13, IL22, IL233, [124) 1(I1L10) 1 (IL4) 11232)
19 (Ccl2, Ccl3, Cecld, Cel5, Cef?, Cell1, Cel12, 12 (Cel3, Cecld, Cels, Ccl12, 9 (Ccl2, Ccl3, Ccld, Cel7, 7 (Ccl3, Ccl4, CclS,
Chemokines Cell7, Cell18, Cel22, Cel2d, Cxell, Cxel3, Cxcls, Cefl19, Cel22, Cxel3, Cxcls, Celi2, Cell7, Cel24, Cxcl3, Cxels,
Cxeld, Cxel10, Cxelll, Cxell12, Cxcl13) Cxel9, Cxell3) CxCI3, Cxcl5, Cxcll3) Cell2, Cell?)

10.2. TRIMELVax induce el reclutamiento secuencial de poblaciones celulares especificas

de la inmunidad innata al sitio de administracion.

Para evaluar el efecto temprano de TRIMELVax sobre poblaciones celulares de la inmunidad
innata e identificar factores diferenciadores del mecanismo de accion de la vacuna con respecto a
la vacuna GVAX, ratones C57BL6 fueron tratados en la almohadilla plantar trasera con PBS,
TRIMELVax y GVAXx y fueron eutanasiados a las 6, 12 y 24 horas luego del tratamiento (Figura
2A). Observamos que a las 6 horas posterior a la inyeccion se produce un engrosamiento
macroscépico significativamente mayor de los cojinetes plantares de los grupos tratados con
TRIMELVax y GVAx comparados con el grupo control inyectado con PBS (Figura 2B), lo que
revela una induccion de procesos inflamatorios locales. A las 12 horas, la induracion dada por el
tratamiento con GVAX llega a su maximo y desciende a las 24 horas. En cambio, TRIMELVax

incrementa la induracion a las 12 horas, y lo sigue haciendo hasta las 24 horas. La inflamacion en
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el sitio de inyeccién a las 6 y 24 horas para los ratones tratados con TRIMELVax es
significativamente mayor que PBS y GVAX (Figura 2B). Lo que nos sugiere un efecto Unico para

TRIMELVax que se mantiene por mas tiempo que con GVAXx o PBS.

Se analizd6 mediante citometria de flujo multiparamétrica el infiltrado celular en el sitio de
administracion y observamos que el tratamiento con TRIMELVax induce un marcado aumento de
neutrdfilos y monocitos, comparado con los controles, desde las 6 horas posteriores a la inyeccion,
y estos niveles se incrementan a las 12 y 24 horas siendo los principales responsables del
engrosamiento de los cojinetes. Por otro lado, el tratamiento con GVAX induce un incremento de
neutrdfilos y monocitos, comparado con PBS, pero solo a partir de las 12 horas y se mantiene a
las 24 horas. Los macrofagos de tipo 1 (M1), descritos como inflamatorios, aumentan en respuesta
al tratamiento con TRIMELVax a las 24 horas. Los macrofagos de tipo 2 (M2), que se han descrito
como anti inflamatorios, se incrementan para el grupo TRIMELVAX, solo a las 6 horas y luego
vuelven a niveles comparables al control. No observamos cambios en los niveles de los macrofagos
de tipo 1 para el grupo tratado con GVAX, aunque si se observa un incremento de los macréfagos
de tipo 2 a las 6 y 12 horas (Figura 2D).

Cuando analizamos las poblaciones de células dendriticas (Figura 3) observamos que las cDC1 se
ven aumentadas significativamente desde las 12 horas en el grupo tratado con TRIMELVax
comprado con PBS y que se mantiene hasta las 24 horas, a diferencia del grupo tratado con GVAX
donde se observa un incremento significativo a las 12 horas pero que a las 24 horas disminuye a
valores similares al PBS (Figura 3C). En el caso de las cDC2 no se observan diferencias
significativas entre grupos a las 6 y a las 12 horas luego de los tratamientos, pero si a las 24 horas
donde se puede apreciar que son superiores para el grupo TRIMELVax comparado con PBS y
GVAX (Figura 3B, C). EI maximo reclutamiento de las mismas se presenta a las 12 horas y
comienza a disminuir a las 24 horas (Figura 3C). Adicionalmente, observamos un aumento
significativo de las moDCs y las LCs desde las 12 horas en respuesta a los tratamientos de
TRIMELVax y GVAX con respecto a PBS y que se ve incrementado a las 24 horas.
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Figura 2: TRIMELVax induce un rapido y marcado reclutamiento de neutréfilos y monocitos;
ademas de un incremento en los macréfagos M1 y una disminucién de los macréfagos M2. A,
representacion esquematica del protocolo de tratamiento. B, cuantificacion de la inflamacion en el cojinete
plantar de los ratones tratados. C, estrategia de analisis utilizada para la identificacion de poblaciones de
monocitos (Mo), macr6fagos tipo 1 (M1) y tipo 2 (M2) y neutréfilos (Neu). D, cuantificacion de los datos
de citometria de flujo multiparamétrica (FACS) de los nimeros absolutos de células en suspensiones
celulares de las biopsias del cojinete plantar trasero. Los resultados muestran la media + SEM, de dos
experimentos independientes (n=2-3), *p < 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. En D, (*)
diferencias entre PBS/TRIMELVax, (*) diferencias entre PBS/GVAX, (*) diferencias entre
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TRIMELVax/GVAX, (*) diferencias 0/6 horas, (*) diferencias entre 6/ 12 0 24 horas, (*) diferencias 12/24
horas, ANOVA de 2 vias, post Test Tukey's (multiples comparaciones).
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Figura 3: TRIMELVax induce el reclutamiento sostenido de ¢cDC1, asi como un aumento de
poblaciones de cDC2, mo-DCs y LCs en el sitio de vacunacién. A, representacion esquematica del
protocolo de tratamiento. B, estrategia de analisis utilizada para identificar subpoblaciones de cDC1, cDC2,
moDCs y LCs. C, cuantificacion de datos obtenidos de citometria de flujo multiparamétrica (FACS) de los
nameros absolutos de células en suspensiones celulares de las biopsias de almohadilla plantar trasera. Los
resultados muestran la media = SEM, de dos experimentos independientes (n=2-3), *p < 0.05, **p< 0.01,
***n<0.001, ****p<0.0001. En D, (*) diferencias entre PBS/TRIMELVax, (*) diferencias entre

45



PBS/GVAX, (*) diferencias entre TRIMELVax/GVAX, (*) diferencias 0/6 horas, (*) diferencias entre 6/ 12
0 24 horas, (*) diferencias 12/24 horas, ANOVA de 2 vias, post Test Tukey’s (multiples comparaciones).

10.3. La deplecion transitoria de los neutréfilos disminuye el reclutamiento de DCs al

linfonodo popliteo (pLN) en ratones tratados.

Luego de evaluar el efecto de TRIMELVax sobre la generacion de la respuesta inmune innata
local, donde destaca el rapido reclutamiento de neutréfilos al sitio de vacunacion y la generacion
de un marcado ambiente proinflamatorio; nos propusimos estudiar que poblaciones de DCs que
migran desde la almohadilla plantar trasera hacia los pLN, que es el lugar natural de drenaje del

tejido plantar, asi como el efecto que tienen los neutrofilos en la migracion de las DCs a los pLN.

Para esta fase del estudio empleamos el ensayo de migracién desde la almohadilla plantar al pLN
estandarizado por Vishnu Priya Bollampalli y colsi*®l, donde se administra CFSE en la
almohadilla plantar de ratones C57BL/6. EI CFSE es comUnmente utilizado para la tincion de
células in vitro y para la medicion de proliferacion celular; sin embargo, en este estudio es
administrado para marcar directamente las células de la piel in situ. De esta manera se identifican
las células que se movilizan desde la piel hacia el pLN en un periodo de 24 horas luego de la
administracion de los tratamientos, permitiendo estudiar la migracion aguda durante tiempos

definidos™%4,

Para la deplecion transitoria de los neutrofilos, se implementé un modelo donde se administran 20
ug del anticuerpo anti Ly6G (1A8) de forma i.p en ratones C57BI6, de esta manera los neutrofilos
se mantienen depletados por un periodo de 96 horas (Figura Suplementaria 2B y D), la eficiencia
de la deplecion se controla mediante la medicion de los neutrofilos en sangre periférica antes de

la administracion de TRIMELVax (Figura Suplementaria 2C).

Al analizar de forma general la presencia de DCs en el pLN, observamos que no hay diferencias
significativas entre los grupos de estudio a las 12 y 24 horas, sin embargo, a las 48 horas se observa
un incremento significativo para el grupo tratado con TRIMELVax comparado con PBS y con
GVAX (Figura 4C) y que disminuye significativamente cuando se depletan los neutréfilos. A las
72 horas encontramos que se incrementan los niveles de las DCs totales con respecto a las 48 horas
y que los grupos TRIMELVax, GVAx y TRIMELVax + anti Ly6G son significativamente
superiores al grupo tratado con PBS. Asi mismo se aprecia que el grupo GVAX es

significativamente superior a TRIMELVax y que en este tiempo no se observa disminucion de las
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DCs totales cuando se depletan los neutrofilos. Todos estos resultados sugieren que los neutréfilos

estan relacionados con el proceso de migracion de las DCs a los linfonodos drenantes.

Posteriormente analizamos las subpoblaciones de DCs (cDC1, cDc2, LCs y moDCs) en el pLN y
su comportamiento en el tiempo (Figura 4D y E). Interesantemente, observamos que desde las 12
horas se produce un incremento de las cDC1 en el pLN en respuesta al tratamiento con
TRIMELVax, que disminuye a las 24 horas y que luego se incrementa significativamente a las 48
horas con respecto a los grupos tratados con PBS y GVAX y se mantiene a las 72 horas. Asimismo,
la deplecion de los neutrofilos disminuye significativamente la infiltracion de cDC1 demostrando
que los neutrdfilos tienen un efecto en la movilizacion de esta subpoblacion a los linfonodos
drenantes (Figura 4D y E). En el caso de los animales tratados con GVAX no hay diferencias
significativas con el grupo control de vehiculo (PBS) hasta las 72 horas donde se obtiene su valor

maximo.

En cuanto a las cDC2 encontramos que para los grupos tratados con TRIMELVax y GVAX se
produce un aumento gradual a partir de las 24 horas y que se incrementa significativamente desde
las 48 horas con respecto al grupo PBS. Observamos que, para el grupo tratado con TRIMELVax,
a las 48 horas las cDC2 son significativamente superior a los grupos PBS y GVAx
respectivamente. Asi mismo encontramos que el valor maximo de esta poblacion para ambas
vacunas se encuentra a las 72 horas. Notablemente cuando se realiza la deplecién de los neutréfilos
se produce una menor movilizacion de esta poblacidn a las 48 horas posteriores al tratamiento con
TRIMELVax, efecto que se pierde a las 72 horas pues no se observan diferencias entre el grupo
TRIMELVax+ anti Ly6G vs TRIMELVAX (Figura 4D y E).

Al evaluar las LCs observamos que ambas vacunas tienen un comportamiento similar, que se
caracteriza por un incremento significativamente superior al grupo tratado con PBS desde las 48
horas que alcanza su méximo valor a las 72 horas. Ademas, no hay diferencias entre TRIMELVax
y GVAX con el grupo donde se realiza la deplecion de los neutrofilos, lo cual demuestra que los

neutrofilos no tienen un efecto sobre la migracién de las LCs al pLN.

En el caso de las moDCs encontramos que, para TRIMELVax se incrementan significativamente
a las 48 horas comparado con los grupos PBS y GVAX y se mantienen a las 72 horas. Observamos
ademas que cuando se depletan los neutrofilos, la migracion disminuye a las 48 horas, y se
compensa a las 72 horas. En el caso de GVAX pudimos apreciar que solamente hay diferencias
significativas con el grupo PBS a las 72 horas posteriores a la vacunacion (Figura4D y E)
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Figura 4: La deplecion de los neutréfilos disminuye el reclutamiento temprano de las dendriticas

totales, asi como de las subpoblaciones de cDC1, cDc2 y moDCs al pLN. A, representacion esquematica

del protocolo de tratamiento. B, diagrama de puntos representativo de la seleccién para células
CD11c+/MHC lI+. C, cuantificacion de las células CD11lc+/MHC Il+. D, diagrama de puntos

representativo para la seleccion de cDC1, cDC2, moDCs y LCs. E, cuantificacion de los datos de citometria

de flujo multiparamétrica (FACS) de los nimeros absolutos de las diferentes subpoblaciones de DCs. Los

resultados muestran la media £ SEM, de dos experimentos independientes (n=2-3), *p < 0.05, **p< 0.01,
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***n<0.001, ****p<0.0001, ANOVA de 2 vias, post Test Tukey’s (multiples comparaciones). En E, (*)
diferencias entre PBS/TRIMELVax, (*) diferencias entre PBS/GVAX, (*) diferencias entre
TRIMELVax/GVAYX, (*) diferencias anti Ly6G/TRIMELVAX, (*) diferencias 12/24 horas, (*) diferencias
24/48 horas, (*) diferencias 48/72 horas.

Luego analizamos las células positivas para CFSE que son aquellas que provienen directamente
de laalmohadilla plantar tratada y las negativas que pueden ser residentes del pLN o que provienen
de otros tejidos. Como control en el estudio se midio la presencia de la marca a CFSE en el pLN
contralateral y donde pudimos apreciar que se mantiene negativo para la tincion (Figura 5A, panel
inferior). En el andlisis global de las DCs presentes en el pLN observamos que las DCs presentes
son mayoritariamente CFSE™ (Figura 5A y B). Para las células CFSE* encontramos un aumento en
el numero de células a partir de las 48 horas para los grupos tratados con TRIMELVax y GVAX
con respecto a PBS y que se incrementa a las 72 horas posteriores al tratamiento. En el caso de las
células CFSE™ encontramos que el grupo tratado con TRIMELVax es significativamente superior
a los tratados con PBS y GVVAX respectivamente a las 48 horas y que continGan incrementandose
a las 72 horas; aunque a este tiempo hay diferencias significativas entre TRIMELVax y GVAX
con PBS, pero no entre si. Interesantemente observamos que cuando se depletan los neutrofilos
disminuye significativamente el nimero de DCs a las 48 horas tanto para las células CFSE* como
para las CFSE™ (Figura 5B) y que estas diferencias desaparecen a las 72horas.

Al analizar la distribucion de la marca de CFSE en las subpoblaciones de DCs observamos que
para todas las subpoblaciones estudiadas (cDC1, cDC2, LCs y moDCs) se mantiene una presencia
mayoritaria de aquellas que son CFSE™ en el pLN (Figura 5C-F). En el caso de las cDC1
encontramos que la subpoblaciéon ¢cDC1 CFSE" tiene una tendencia a migrar en olas que se
caracteriza por un incremento significativamente superior a las 48 horas para el grupo
TRIMELVax comparado con PBS y GVAX, pero que disminuye a las 72 horas. En el caso de las
cDC1 CFSE" encontramos que se incrementan significativamente a las 48 horas con respecto a

GVAX Yy aPBS y que se mantiene a las 72 horas posteriores al tratamiento.

En el caso de GVAX encontramos un comportamiento similar para ambos tipos de células (CFSE™*
y CFSE’); un aumento significativo solamente a las 72 horas (Figura 5C). Cuando se depletan los
neutrdfilos podemos apreciar una disminucion en la presencia de las cDC1 CFSE™ en el pLN a las
48 horas; que desaparece a las 72 horas; contrario a las cDC1 CFSE™ donde hay una disminucion
en la movilizacion de las mismas a las 48 horas con respecto a TRIMELVax y este efecto se

mantiene aln a las 72 horas.
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Figura 5: TRIMELVax induce un aumento en el nimero total de células dendriticas CFSE+y CFSE-
en el pLN, y este efecto se reduce cuando los neutrdéfilos son eliminados de forma transciente. A,
diagrama de puntos representativo de la seleccion para DCs generales CFSE+ y CFSE-. B, cuantificacion
de los nimeros absolutos de células CD11c+/MHC I+ CFSE+ y CD11c+/MHC I+ CFSE- en el pLN. C-
F, cuantificacion de subpoblaciones de DCs CFSE+ y CFSE-. Los resultados muestran la media £ SEM,
de dos experimentos independientes (n=2-3), *p < 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ANOVA
de 2 vias, post Test Tukey’s (multiples comparaciones). En C-F, (*) diferencias entre PBS/TRIMELVax,
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(*) diferencias entre PBS/GVAX, (*) diferencias entre TRIMELVax/GVAX, (*) diferencias anti
Ly6G/TRIMELVAYX, () diferencias 12/24 horas, (*) diferencias 24/48 horas, (*) diferencias 48/72 horas.

En el caso de las cDC2 y las LCs (Figura 5D) observamos un comportamiento similar donde, a las
48 horas las LCs CFSE" se incrementan significativamente para el grupo tratado con TRIMELVax
con respecto a PBS y GVAX, y se mantienen a las 72 horas posteriores al tratamiento. Para el
grupo GVAX vimos que estas poblaciones se incrementan significativamente con respecto a PBS
solo a las 72 horas. En el caso de las LCs CFSE" pudimos apreciar que para TRIMELVax hay un
incremento significativo desde las 48 horas con respecto a PBS y que contintian incrementandose
hasta su valor méximo a las 72 horas. Respecto a GVAX, se aprecia un aumento en las cDC2 CFSE"
con respecto a PBS, unicamente a las 72 horas, mientras que en las LCs CFSE"™ se observa un
incremento significativo desde las 48 horas y se mantiene hasta las 72 horas. Al depletar los
neutrdfilos encontramos que a las 48 horas hay una disminucion en las poblaciones cDC2 y LCs
CFSE" que desaparece a las 72 horas mientras que en las subpoblaciones CFSE", solo observamos
diferencias significativas entre los grupos TRIMELVax y TRIMELVax+ anti Ly6G para las LCs
a las 72 horas.

Las moDCs CFSE* se mantienen constantes en el tiempo para el grupo tratado con TRIMELVax
comparado con el grupo PBS en todos los tiempos de estudio; contrario al grupo tratado con GVAX
donde a las 72 horas se incrementan significativamente con respecto a PBS y TRIMELVax (Figura
5D). Las moDCs CFSE™ para el grupo tratado con TRIMELVax se incrementan significativamente
comparado con PBS y GVAX desde las 48 horas y se mantienen constantes a las 72 horas. En el
caso de GVAX, vemos una respuesta mas desfasada en el tiempo pues las moDCs CFSE" se
incrementan significativamente solamente a las 72 horas posteriores al tratamiento. Cuando se
depletan los neutréfilos encontramos que no hay efecto sobre las moDCs CFE", contrario a las
moDCs CFSE™ donde se observa una disminucion de las mismas a las 48 horas pero que se

recuperan a las 72 horas.

10.4. La deplecion transitoria de neutréfilos durante la vacunacion disminuye la
capacidad de TRIMELVax para controlar el crecimiento del volumen tumoral.

Como observamos que los neutrdéfilos modulan la migracion de las DCs al pLN nos propusimos
evaluar el efecto que tendria la deplecion transitoria de esta poblacion en el momento de
vacunacion con TRIMELVax en un modelo terapéutico. Observamos que TRIMELVax controla
el crecimiento tumoral en ratones inmunocompetentes tal como lo reportado por Gleisner y

colsl'®l Interesantemente observamos que cuando los neutréfilos son depletados al momento de
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la administracion de TRIMELVax, la vacuna pierde la capacidad para controlar el crecimiento de
los tumores de B16F10 a tal punto que no hay diferencias significativas entre PBS y el grupo
TRIMELVax + anti Ly6G, demostrando que los neutréfilos inducidos tempranamente por
TRIMELVax pueden tener un papel fundamental en el mecanismo de accion de TRIMELVax.
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Figura 7: La ausencia de neutrofilos en el momento de la vacunacion disminuye la capacidad de
TRIMELVax para controlar el crecimiento tumoral. A, representacion esquematica del modelo
terapéutico usado. B, curvas del crecimiento tumoral de ratones desafiados con B16F10. Cada punto
representa la media del volumen tumoral £SEM por grupo (n=5). C, curvas de crecimiento tumoral para
ratones independientes en cada grupo de tratamiento en el tiempo. En B, (*) diferencias entre
PBS/TRIMELVax, (*) diferencias entre TRIMELVax/TRIMELVax + anti Ly6G, (*) diferencias entre
PBS/ TRMELVax anti 1gG +, (*) diferencias TRMELVax anti IgG/ TRIMELVax + anti Ly6G.
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11. DISCUSION

Una pregunta que ha perdurado en el campo de la inmunoterapia es si las inmunizaciones con
antigenos tumorales pueden operar como una vacuna in situ capaz de desencadenar nuevas
respuestas mediadas por LT CD8" dirigidas contra los tumorest®2-84. Para lograr este proposito,
las vacunas requieren gque las cDC1 maduras transporten antigenos asociados al tumor desde el
sitio de vacunacioén hasta los LN drenantes para su presentacion cruzada a los LT CD8" o en su
lugar, transferir el antigeno a otros subconjuntos de cDC1 en los ganglios linfaticos para la
presentacion cruzada y la induccion de respuestas mediadas por LT citotoxicos [13231051 | a
activacion de las poblaciones de APCs como las cDC1 es mediado por un conjunto de sefiales
proinflamatorias locales, tempranas y robustas que coordinan una respuesta antitumoral adaptativa
especifica contra antigenos asociados a tumor capaces de controlar el crecimiento tumoral

mediante diferentes mecanismos de reconocimiento y destruccion (641061,

Trabajos previos realizados en el LIAT demuestran que TRIMELVax como vacuna contra MM
induce la maduracion de las DCs especificamente las cDC1 y la consecuente presentacion cruzada
de TAA a LT DC8"; asi mismo se demostré que controlaba el crecimiento de los tumores tanto en
modelos profilacticos como terapéuticos lo cual correlacionaba ademas con una mayor infiltracion
intratumoral de cDC1 y LT CD8* PD-L1"°[%l, De ahi que resulta importante identificar el efecto
temprano que tiene la TRIMELVax sobre la activacion del Sl en el sitio de inyeccion y que
finalmente promoveria la migracion de las DCs, especificamente las cDC1 a los LN drenantes y

gue estarian condicionando la respuesta adaptativa observada previamente.

Los resultados de este estudio muestran que efectivamente TRIMELVax induce una respuesta
local aguda mas rapida y potente que la vacuna comparador GVAX. Gvax es un ejemplo de vacuna
basada en células tumorales transducidas con el gen GM-CSF que demostro efectos antitumorales
débiles en modelos preclinicos de céancer, incluido el melanoma B16F10[%. En efecto, GVAX y
otras vacunas células tumorales completas han mostrado tasas de respuesta objetiva bajas y
mejoras muy limitadas en la supervivencia de los pacientes lo que sugiere un potencial
inmunogénico suboptimo de estos enfoques en el caso del melanomal®°>%l, No obstante, en
nuestro modelo experimental GVAx mostré una capacidad de control de crecimiento tumoral
similar a TRIMELVax, pero dada su composicion diferente es probable que los mecanismos

involucrados en la respuesta sean diferentes.

Interesantemente, logramos demostrar que desde las 6 horas luego de la administracion de
TRIMELVax se produce la sobreexpresion en el sitio de inoculacion de un conjunto de genes para

53



citoguinas, quimioquinas y factores de crecimiento con un perfil mayoritariamente proinflamatorio
en comparacion con GVAX. Asi mismo encontramos que también se encuentran sobreexpresados
genes para citoquinas con un perfil antiinflamatorio; respuesta que puede estar condicionada en
gran medida por la presencia de poblaciones de macro6fagos residentes de tejidos ya sean de perfiles
M1 como M2, asi como por el reclutamiento de neutréfilos y monocitos al sitio de vacunacion. De
igual manera las células epiteliales y los queratinocitos, en respuesta a sefiales de dafio o peligro,
producen citoquinas y quimioquinas que son responsables de las primeras olas de monocitos y

neutrofilos al sitio de vacunacién 541071,

En un anélisis mas profundo detectamos que TRIMELVax produce un perfil de respuesta
particular pues hay un conjunto de 23 genes que se sobreexpresan exclusivamente en los animales
tratados con TRIMELVax y que 18 de estos estaban sobreexpresados a las 6 horas; contrario a
GVAX donde no hay genes exclusivos a las 6 horas, ninguno entre 6 y 24 horas, lo que sugiere que

la respuesta inmune innata inicial de TRIMELVax es distinta, mas rapida y potente.

Un aspecto bien interesante es que entre los genes sobreexpresados exclusivamente en los grupos
tratados con TRIMELVax se encuentran un conjunto de moléculas que regulan la activacion y el
reclutamiento de los neutréfilos a los focos inflamatorios. Encontramos sobreexpresados los genes
para IL15 e IL17a. La IL1700 que han sido reportados como inductores del
reclutamiento/activacion de los neutr6filosi*®l. Asi mismo la IL5 estimula la capacidad fagocitica
de los neutréfilos y potencia la produccion de IL171%1 generando por lo tanto un ciclo de
reclutamiento y activacion de estas células. Igualmente encontramos la sobreexpresion de las
quimioquinas CxcL1, que es una potente reclutadora de neutr6filos™%y por lo tanto estas sefiales
pudieran favorecer el reclutamiento y consiguiente activacion de neutréfilos en el sitio de

inyeccion.

También observamos que se encuentran sobreexpresadas las quimioquinas CxCl9, CxCI10 y
CxCI11, las cuales comparten el receptor CXCR3 que se relaciona con quimiotaxis, diferenciacion
y activacion de macrofagos, DCs, monocitos y neutrdfilos 1. De igual manera de ha demostrado
que el eje Cxcl9/CXCR3 esta involucrado en el reclutamiento de macréfagos y NK 621, Por otra
parte, se ha demostrado que el eje CxCI13/CXCR3, CXCR5 esta relacionado con el reclutamiento
de LBy LT foliculares ayudadores (Trn) a los sitios de inflamacion formando estructuras linfoides
ectépicas (ELS). Se ha descrito que los ELS son estructuras dinamicas donde las células se
organizan conociéndose como oOrganos linfoides terciarios (TLOs). Pueden aparecer en el

transcurso de varios procesos entre los que encontramos el cancer y en respuesta a mediadores
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inflamatorios como son las quimioquinas y citoquinas; y favorecen la activacion del sistema
inmune 63841 En este estudio no analizamos la presencia de poblaciones de NK, LB o LT en el
sitio de inyeccion, pero seria interesante evaluar en estudios futuros la presencia de los mismos,
asi como la posible formacion de ELS en respuesta al tratamiento con TRIMELVax, lo cual

aportaria una gran ventaja en el estudio de posibles mecanismos de funcionamiento.

Otro hallazgo interesante de abordar, es que el tratamiento con TRIMELVax induce la
sobreexpresion del gen para Ccl19, quimioquina producida por células dendriticas maduras y que
se ha reportado ser la Unica quimioquina que activa la internalizacion del receptor CCR7, su
desensibilizacion y la consecuente migracion de las DCs a los linfonodos drenantes; ademas se
reporta que esta quimioquina puede incrementar la capacidad fagocitica de las DCs[®1. Por lo tanto,
su sobre expresion podria favorecer la captacion TRIMELVax y la migracion de las APC a los

linfonodos drenantes.

Ademas, vimos que el gen para la quimiogquina CxCl12 estaba sobreexpresado exclusivamente
para TRIMELVax a las 6 horas. Esta quimioquina se ha reportado que es importante en la
movilizacién de las LCs desde la epidermis hacia la dermis y del movimiento de las DDCs en la
dermisfi®21%% este aspecto seria fundamental en la dinamica de las DCs y LCs en la piel luego de

la vacunacion.

La induccion aguda de la respuesta inmune innata mediada por TRIMELVax debe depender de su
composicion. A diferencia de GVAX, nuestra vacuna incluye el lisado TRIMEL de melanoma
humano y el lisado de B16F10 que también es condicionado con heat-shock generando
probablemente una presencia mas amplia de DAMPs. Adicionalmente la vacuna TRIMELVax se
inocula en presencia del adjuvante CCH, cuyo mecanismo de accion involucra el reconocimiento
de los polisacaridos presentes en su estructura por TLR4 y CLR (receptores de lectinas tipo C)
como los MR (receptores de manosa), MGL (del inglés: macrophage galactose lectin) y DC-SING
presentes en células de la inmunidad innata®'*'*? y queratinocitos locales, lo que puede estar

influyendo en sus propiedades proinflamatorias tempranas.

Para caracterizar de manera detallada el compartimento de células mieloides y APC, realizamos
un andlisis adicional mediante citometria de flujo a diferentes tiempos (6,12 y 24 horas) posteriores
a la vacunacion. Inicialmente observamos un rapido y marcado reclutamiento de neutréfilos para
el grupo tratado con TRIMELVax a diferencia de GVAX y que continta incrementandose hasta
las 24 horas. Esto puede ser atribuido al hecho de que cuando los queratinocitos, las células

residentes de tejidos como los macréfagos o DCs residentes, reconocen a TRIMELVax, se
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producen un conjunto de moléculas como TNF-a, IL-1B, IL-6, CxcL1 las cuales actian como
activadores del endotelio y quimioatrayentes de neutréfilos y monocitos y cuyos genes se
encuentran elevados en la piel de los ratones tratados con TRIMELVax a las 6 horas post

administracion B4,

Adicionalmente, observamos un incremento en la infiltracion de monocitos los cuales son células
muy versatiles y que tienen la capacidad de diferenciarse posteriormente a moDCs, LCs y a
diferentes subpoblaciones de macréfagos. Este incremento puede estar también condicionado por
las particularidades de la vacuna TRIMELVax, la cual esta compuesta por lisados de células
tumorales sometidas a estrés térmico ricas en DAMPs que funcionan como sefiales atrayentes para

las células del sistema inmune que patrullan los tejidos periféricos (1.

Sumado a esto, encontramos un incremento de macréofagos tipo 1 con un perfil proinflamatorio y
una disminucion de los macrofagos tipo 2 o antiinflamatorios en los animales tratados con
TRIMELVAX comparado con PBS y con GVAX. Se ha demostrado que, una vez los monocitos
son reclutados a los tejidos, pueden diferenciarse en macrofagos tipo M1 o0 M2, y que el GM-CSF
y el Csf-1 desempefian un papel fundamental en esta diferenciacion. Ademas, el microambiente
presente en el sitio de inyeccion promueve la polarizacion de los macrdfagos hacia uno u otro
perfil, de manera tal que un microambiente proinflamatorio favorece favoreceria el perfil M1,
mientras que un perfil antiinflamatorio favoreceria el fenotipo M2l Por lo tanto, el incremento
de los macr6fagos M1 en el grupo tratado con TRIMELVax puede estar asociado con la generacion
de un microambiente predominantemente inflamatorio evidenciado por la potenciacion de genes
con un perfil de citoquinas proinflamatorias en el sitio de inyeccion (TNF-a, IL-1a, IL1p, IL-6,
IL-12a) asi como la regulacion al alza de los genes para los factores de crecimiento Lif y Csfl que
a su vez actuan regulando la diferenciacién de monocitos a macréfagos y la supervivencia de
neutrofilos y macrofagosi*®l. Igualmente observamos que en el sitio de inyeccion se encontraba
elevada le gen para la quimioquina para CxCI9 y se ha demostrado que el eje Cxcl9/CXCR3 esta

involucrado en el reclutamiento de macrofagos al sitio de vacunaciont®®!,

Nos planteamos entonces, que este rapido y diferencial reclutamiento de células del SllI,
especialmente neutréfilos, es fundamental para promover el reclutamiento de DCs al sitio de
inyeccién, asi como su posterior migracién a los linfonodos drenantes. Esto porque se ha
demostrado que una vez que los neutréfilos se encuentran en los focos inflamatorios, son capaces
de modular el microambiente tisular mediante la produccién de quimioquinas y citoquinas

proinflamatorias que son claves para el reclutamiento, activacion de las DCs en el sitio de
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inyeccion y su posterior movilizacion a los LNs 7%, Ademas, se ha evidenciado que puede existir
interaccion célula-célula entre las DCs y los neutréfilos a mediante DC-SIGN (receptor Lectina
Tipo C) o CD18 presente en las DCs, con las integrinas Mac-1 o ICAM-1 respectivamente

presentes en los neutréfilos lo cual puede favorecer la activacion y funcionalidad de las mismas!®®l.

Al analizar las poblaciones de DCs en el sitio de inyeccion observamos que interesantemente las
cDC1 en los animales tratados con TRIMELVax se incrementan tempranamente y se mantienen
elevadas durante mas tiempo que en los tratamientos controles. Este incremento sostenido de las
cDC1 para el grupo tratado con TRIMELVax puede estar asociado con dos factores principales.
El primero de estos estd relacionado con los DAMPs que aporta la vacuna y que como
mencionamos previamente actian como sefiales de encuentrame/comeme y los efectos del
adyuvante CCH. El segundo puede estar asociado con las citoquinas proinflamatorias y
quimioquinas producidas principalmente por los neutréfilos y monocitos que fueron reclutados
desde las 6 horas al sitio de inyeccion los que generan un ciclo de activacion con la consecuente
produccion de quimioquinas como CCL19, CXCL10, CXCI11 y CXCL9 que favorecen el
reclutamiento de las DCs al sitio de vacunacion y su posterior migracion a los pLN

respectivamentel®®],

Igualmente observamos que a las 24 horas del tratamiento con GVAX los niveles de cDC1
disminuyen a valores semejantes a PBS, no siendo asi en el grupo tratado con TRIMELVAX que
se mantiene alto; lo cual puede estar asociado con la movilizacion prolongada de estas células al
pLN. Asi mismo que las cDC1 se mantengan incrementadas a las 24 horas luego de la
administracion de TRIMELVax pudiera estar asociado con una migracion tardia al pLN, o a que
el reclutamiento de las cDC1 al sitio de inyeccion sea constante, o que generaria un equilibrio

entre el reclutamiento y la migracion al pLN.

Al analizar las cDC2 observamos que su maximo se encuentra a las 12 horas luego de los
tratamientos incluidos el PBS y que solo a las 24 horas hay diferencias entre grupos,
particularmente entre TRIMELVax con PBS y GVAX. Este comportamiento podria estar
relacionado con la existencia de dos poblaciones de ¢cDC2 que comparten caracteristicas
fenotipicas semejantes, pero con funciones diferentes: cDC2B (T-bet) que se caracteriza por
mayor produccion de TNF-o e IL-6 y por lo tanto favorece respuestas pro inflamatorias y que
justificaria su incremento en los grupos tratados con las vacunas. La segunda poblacion son las
cDC2A (T-bet™) relacionadas con respuestas anti inflamatorias, reparacion de tejidos y ademas
tienen disminuida la capacidad para polarizar LT virgenes “7-#9y por lo tanto justificaria que para
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el grupo tratado con PBS los niveles se encuentren elevados a las 12 horas. En este estudio no se
analizo la diferenciacion entre las subpoblaciones, pero podriamos hipotetizar que la respuesta de
cDC2 observada hasta las 12 horas puede estar dada mayoritariamente por el perfil cDC2A que
responderian al dafio mecéanico causado por la inyeccién, y que la respuesta a las 24 horas
corresponde al perfil cDC2B.

De igual manera detectamos un incremento de las moDCs y las LCs desde las 12 horas para los
grupos tratados con TRIMELVax y GVAXx comparado con PBS. Se ha reportado que una vez los
monocitos clasicos Ly6C" son reclutados a la dermis, principalmente por la via de CCR2 y en
presencia de estimulos proinflamatorios pueden diferenciarse a moDCs %%y a L Cs de vida corta
que ademas pueden migrar a los linfonodos drenantes y activar LT 2. Por otra parte, este
incremento de las LCs en el tiempo para los grupos de TRIMELVax y GVAX puede estar dado a
que la migracion de estas células a los linfonodos drenantes ocurre en dos fases. Primero, las LCs
viajan desde la epidermis hasta la dermis, una vez ahi expresan el receptor CCR7 lo que les permite
su migracion a los linfonodos drenantes 5254, Este paso adicional puede ser la razén de la

migracion tardia de las LCs a los linfonodos comparado con las DCs dermales.

El inicio de la activacion del SIA en los ganglios linfaticos es un proceso que comprende un
conjunto de eventos y mecanismos de interaccion celular. Un hito crucial en este proceso es el
movimiento de los componentes antigénicos desde el sitio de la infeccion hasta los ganglios
linfaticos que drenan la zona afectada y las células dendriticas desempefian un papel fundamental

en la captura y transporte de estos antigenos desde las superficies del cuerpo, como la piel™°,

La respuesta inflamatoria aguda inducida por TRIMELVax, caracterizada por un incremento
rapido de neutrofilos (40 veces superior al PBS y a GVAX), el reclutamiento sostenido de cDC1y
la presencia de un amplio perfil de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias nos conduce a
pensar que puede existir un vinculo especial entre los neutrofilos y las cDC1, esto porque como
mencionamos anteriormente evidencias recientes demuestran que mediante varios mecanismaos,
los neutréfilos pueden modular el reclutamiento hacia los sitios inflamatorios, la activacion y
migracion de las DCs hacia los linfonodos drenantes”74. De ahi que nos enfocaramos en estudiar
las distintas poblaciones de DCs que migran desde el sitio de inyeccion hacia los LN drenantes y

el papel que tendrian los neutréfilos en este mecanismo.

El andlisis cinético de los subtipos de DCs totales en el pLN nos permitio corroborar que el tiempo
es fundamental en el mecanismo de accion de TRIMELVax y que es especifico para cada

poblacién. Observamos que hay un marcado incremento en el pLN de las poblaciones cDC1, cDC2
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y moDCs para el grupo tratado con TRIMELVax con respecto a PBS y GVAX, especialmente
durante las primeras 48 horas postvacunacion. Esto, especulamos, puede ser consecuencia de la
rapida respuesta proinflamatoria mediada por los neutréfilos en el sitio de inyeccion y que
favoreceria la rapida movilizacion de las DCs al pLN.

Luego analizamos la fraccion de las DCs que provienen directamente desde del sitio de inyeccion
(DCs-CFSE™) y observamos un comportamiento particular para el caso de las cDC1. Para el grupo
tratado con TRIMELVax, a las 48 horas solamente las cDC1 son significativamente superiores al
grupo GVAX, lo cual nos conduce a pensar que efectivamente el microambiente proinflamatorio
agudo generado por nuestra vacuna favorece una migracion especifica de las cDC1 desde el sitio
de inoculacién al pLN. Ademas observamos que las cDC1-CFSE" en nuestra vacuna tienen una
tendencia a migrar en forma de olas a diferencia de las cDC2, moDCs o LCs provenientes del sitio
de inoculacion, mientras que para GVAX el comportamiento responde a incremento paulatino. Esta
migracion secuencial revestiria gran importancia pues permitiria que las cDC1 presenten los
antigenos tumorales de forma consecutiva a diferentes poblaciones de LT en los linfonodos
drenantes, los cuales a su vez pueden tener funciones especializadas en la eliminacién de los
tumores, permitiendo una activacion selectiva de los LT mas adecuados para combatir los tumores.
Ademas, aseguraria una adecuada coordinacion temporal de los eventos inmunologicos

conduciendo finalmente a respuestas inmunitarias coordinadas y especificast4115],

Con la sospecha de que pudiese existir una relacion entre los neutrofilos locales de la respuesta
temprana a TRIMELVAX y las ¢cDC1 nos propusimos evaluar si efectivamente la deplecion
transitoria de los mismos afectaria la migracion de las APCs, especificamente las cDC1 al pLN.

Validando nuestra hipétesis descubrimos que los neutréfilos tienen un efecto relevante sobre sobre
el nimero total de las cDC1, cDC2 y moDCs que llegan al pLN pues observamos que cuando son
depletados el numero de DCs se ve disminuido. Especialmente, encontramos un efecto marcado
en las cDC1 ya que su nimero se mantiene disminuido incluso a las 72 horas, a diferencia de las
cDC2 y las moDCs que se recuperan prontamente. Esto nos conduce a pensar que hay
determinadas sefiales aportadas especificamente por los neutrofilos en el sitio de inyeccion que
son indispensables para la movilizacion de las cDC1 a los linfonodos drenantes lo que seria
interesante dilucidar en estudios posteriores. Por otra parte, postulamos que la recuperacion de las
cDC2 y las moDCs a las 72 horas puede estar asociado con un efecto compensatorio por parte de

los monocitos y los M1 que se encuentran el sitio inflamatorio en respuesta a TRIMELVax, que
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proporcionan las sefiales proinflamatorias necesarias para la activacion y migracion de las mismas
al pLN.

Otro aspecto relevante que es importante resaltar es que la administracion de TRIMELVax en un
modelo reduccionista y de forma local mantiene la capacidad de inducir un efecto sistémico mas
alla del sitio de inyeccion y del linfonodo drenante principal (pLN). Esto, ya que al analizar las
poblaciones de DCs CFSE™ en pLN encontramos que predominaban por sobre las DCs CFSE".
Consideramos que este hallazgo puede estar relacionado a una respuesta sistémica que afectaria
células inmunitarias circulantes y en otros érganos y tejidos, no limitadas al sitio de la inyeccion,

lo que ayudaria a controlar el crecimiento tumoral en diferentes partes del organismo.

Curiosamente observamos que a las 48 horas, las cDC1-CFSE", son las Unicas DCs que se
incrementan significativamente con respecto a GVAX y que la deplecién de los neutrofilos también
tiene un efecto importante sobre la movilizacion de las mismas. Esto demuestra que los neutroéfilos
pueden estar teniendo un efecto no solo sobre las cDC1 que vienen desde el sitio de inyeccion,
sino que también pueden estar involucrados en mecanismos sistémicos mas complejos que

esperamos dilucidar en el futuro.

Dado que esta demostrado que TRIMELVax controla eficientemente el crecimiento de los
tumores'®l que se ha demostrado que las cDC1 son indispensables para generar una respuesta
inmune efectiva frente al melanoma en nuestro y otros modelos[?34445100.1%5] y que |as actuales
evidencias muestran que la deplecidn de los neutrofilos afecta la migracion de las cDC1 a los LN
drenantes, consideramos evaluar el efecto de la deplecion transitoria de los neutrofilos durante la
vacunacion sobre la capacidad de TRIMELVax de controlar el crecimiento tumoral. Basandonos
en el modelo terapéutico murino de B16F10 previamente utilizado®! se depletaron los
neutrdfilos 24 horas antes de cada administracion de TRIMELVax mediante la inyeccion i.p de

20ug/dosis del anticuerpo anti-ly6G.

Tal como lo esperabamos, se observo que al depletar los neutréfilos de forma transitoria los efectos
mediados por TRIMELVax desaparecen y los tumores crecen a niveles semejantes al control no
inmunizado, indicando que estas células pueden tener un rol fundamental en el mecanismo de
accion de TRIMELVax, el que podria estar directamente relacionados con la modulacién de la
migracion especifica de cDC1 a los LNs. Para descartar un posible rol directo de los neutrofilos
en el control del crecimiento tumoral, en futuros experimentos se aplicara el mismo esquema de

inmunizacion y deplecion en un modelo profilactico y se desafiara con el tumor animales
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previamente inmunizados, lo que permitira concluir que la deplecidon de neutréfilos afecta el

estimulo de la inmunidad adaptiva.

Las evidencias en este trabajo apoyan la hipotesis de que la efectividad de TRIMELVax se sostiene
en la induccién de una respuesta local aguda rapida y potente, lo cual garantizaria una respuesta
adaptativa mas especifica capaz de controlar el crecimiento de los tumores. Ademas, identificamos
a los neutrdfilos como actores potenciales que modulan de forma multifuncional la induccion de
una respuesta antitumoral efectiva mediada por TRIMELVax. Postulamos que uno de los
mecanismos por los cuales TRIMELVax desencadena su respuesta inmune antitumoral esta
relacionado directamente con el reclutamiento temprano y diferencial de los neutréfilos al sitio de
inyeccion en respuesta a sefiales proinflamatorias liberadas por células inmunes residentes y
epiteliales, asi como a los DAMPs aportados por la vacuna. Estos neutrdfilos, al interactuar con
otras células del sistema inmune, contribuyen a generar un microambiente altamente inflamatorio
y propicio para la activacion de diferentes poblaciones de la inmunidad innata, particularmente las

DCs en las cuales pueden influir sobre su maduracion y migracion a los dLN.

Estimamos, que ademas de su impacto local, la adquisicion por parte de los neutrofilos de un perfil
de APCs y su movilizacién hacia los dLN podria tener implicaciones significativas en la
amplificacion y regulacion de la respuesta inmunitaria adaptativa, lo que potencialmente se traduce

en una respuesta antitumoral mas efectiva, lo que se deberia estudiar a continuacién.

De igual manera consideramos que este estudio nos deja varias interrogantes que se deben abordar
en el futuro cercano, como por ejemplo investigar el posible efecto que tiene la deplecion
transitoria de los neutréfilos sobre el crecimiento tumoral y la composicion del TME en estos
ratones. Por otra parte, se deben estudiar los mecanismos mediante los cuales los neutrofilos se
estarian comunicando con las DCs especificamente con las cDC1; asi como la presencia de
neutrdfilos con perfiles de APCs tanto en la piel como en los pLNs. Asi mismo, seria interesante
evaluar si los neutrofilos en sangre a tiempos diversos pueden ser utilizados como marcadores

tempranos de la eficacia de la terapia.
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12. CONCLUSIONES

La vacuna TRIMELVax induce una respuesta innata aguda particular, mas temprana y potente que
otras vacunas antitumorales (GVAX). Luego de la identificacion de un perfil de expresion génica
caracterizado por la presencia temprana de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas en el sitio
de inyeccion, los neutrofilos emergen como mediadores tempranos especificos que condicionan el
reclutamiento y migracion a los linfonodos drenantes de poblaciones de cDC1 las cuales se ha
demostrado son cruciales para la generacion de una eficiente respuesta adaptativa antitumoral. Asi
mismo la deplecion transitoria de los neutrdfilos anula el efecto antitumoral inducido por
TRIMELVax, lo que sugiere que estas poblaciones celulares tienen un rol importante en el
mecanismo de accion de la vacuna. Finalmente, teniendo en consideraciéon estos hallazgos
postulamos que los neutréfilos pueden tener un valor potencial como biomarcadores celulares

tempranos para evaluar la eficacia de la terapia.
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13. FIGURAS SUPLENTARIAS

A. Estrategia de andlisis para poblaciones de la inmunidad innata en la almohadilla plantar trasera
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B. Estrategia de analisis de poblaciones de DCs en el pLN.
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Figura Suplementaria 1. Estrategias de analisis utilizadas en el documento. A. Andlisis de poblaciones
de la inmunidad innata en la piel de almohadilla plantar trasera de ratones tratados, utilizado en las figuras 2
y 3. B. Analisis de poblaciones de DCs en el pLN, usadas en figuras 4, 5y 6.

63



SSC-A

Hewropnils

COd5+

¥ FSCA

CD45 CD11b

0 cz
D 50+ ©
o : : : ) e ° 60+
1 o Vawwn mwwwl !
i x ) _Ittii ﬁ:w' .
o R LA T Er g
(%) P ‘ i © 40-
o 30- i .— 1 [} [} —
5 : s [ : 5
& 20 : $iR Lol : =
» . : ' : ' & 20
— ] 1 L) —
£ 104 ® (] 1 1 I =
2 H : : : :ﬁ g
F =3 L] ] : : bt
§ 0 T : T : T T T 5 0-
=z Pl 24 48 72 96 £ PI 12 24 48 72
Hours after injection Hours after injection
e PBS e oly6G(10ug) e o Ly6G (20ug) o Isotype Control ® oly6G e Isotype Control
D PBS Ly6G (20ug) Ly6G (10ug) IgG
-~ ] ] ] ]
PI Neutrophils Neuirophis Neutrophils Neutrophils

Mol

Neutrophils Neutrophils Neutrophils Neutrophils

24h 1

Meutrophils Neut "
48h 1 eutrophils

: :
3
1 1 1 1
Meut Is
72h ] Neutrophils ] rophi ] R ]

: :
1 1
96h 1 ]
o ]
[1+]
= i ]
CD11b . ‘ . ‘ . ‘ . "

64



Figura Suplementaria 2: Control de depleciéon de neutréfilos en sangre. A. Estrategia de analisis de
neutrofilos en sangre periférica. B. Frecuencia de neutréfilos de poblacion CD45+ en diferentes tiempos. C.
Frecuencia de neutrdfilos de poblacién CD45+ en experimento de migracidon con CFSE. D. Graficos de puntos
representativos de neutrdfilos en sangre a diferentes tiempos. En B-C se grafica la media + SEM de dos
experimentos independientes, n=3-6, ***p<0.001, ****p<0.0001, ANOVA de 2 vias, post Test Tukey’s
(multiples comparaciones).
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Figura Suplementaria 3. Evaluacion de la frecuencia de neutroéfilos en sangre de ratones en modelo
de evaluacion de crecimiento tumoral. A. Graficos de puntos representativos de neutréfilos en sangre. B.
Frecuencia de neutrdéfilos de poblacion CD45+ en modelo de crecimiento tumoral. En B se grafica la media +
SEM de un experimento, n=5, ***p<0.001, ****p<0,0001, ANOVA de 2 vias, post Test Tukey s (multiples

comparaciones).
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