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RESUMEN

El cancer se caracteriza por la division celular descontrolada y diseminacién a otros
tejidos, y este se ha transformado en la principal causa de muerte a nivel mundial. En
Chile se diagnosticaron 54.000 casos de cancer, junto con una mortalidad de mas de
28.000 personas durante el afio 2020, posicionando a esta enfermedad en un problema
de salud publica nacional. EI melanoma resulta de la proliferacion descontrolada de
melanocitos ubicados en el estrato basal de la piel y una vez que el melanoma se vuelve
metastésico, el prondéstico de los pacientes es muy desfavorable. Dentro de las terapias

disponibles, la inmunoterapia ha sido muy prometedora.

Los linfocitos T CD8* citotoxicos (CTLsS) son importantes para una respuesta inmune
efectiva contra el cancer. Las células dendriticas activan a los linfocitos T CD8* virgenes a
través de la presentacién antigénica y, en consecuencia, estos se diferencian a CTLs.
Posteriormente, estos son capaces de migrar a otros tejidos, reconocer y eliminar a
células tumorales a través de la liberacion de perforinas y granzimas o la secreciéon de
citoquinas como TNF-a e IFN-y, que median la actividad antitumoral. Sin embargo, la
expresion de receptores inhibitorios como PD-1 limita la actividad citotoxica de los CTLs a
través de la interaccion con su proteina ligando PD-L1. Ademas, la estimulacion crénica
del receptor de célula T (TCR) produce un perfil de agotamiento en los CTLs. A pesar de
esto, recientemente se ha encontrado un estado mas progenitor, que se caracteriza por la
expresion del factor de transcripcion TCF-1 y se ha denominado linfocitos T CD8*
progenitores exhaustos (Tpex). Luego, estos pueden diferenciarse a linfocitos T CD8*
terminalmente diferenciados (Tair), que median una respuesta antitumoral aguda. En

conjunto, ambas poblaciones entregan una respuesta antitumoral efectiva y duradera.

La terapia celular adoptiva (ACT) consiste en la transfusion autéloga de linfocitos T
previamente activados in vitro que presentan reactividad antitumoral. Esta ha demostrado
una eficacia notable en canceres hematol6gicos, sin embargo, en tumores soélidos, hay un
gran porcentaje de pacientes que no responden a la terapia. Por esta razon, una
estrategia que se utiliza regularmente en la clinica es un régimen de linfodeplecioén previo

ala ACT. La ciclofosfamida (Cy) es una droga quimioterapéutica que provoca la apoptosis

xi



de células altamente proliferativas y se utiliza como agente linfodepletante. Sin embargo,

esta puede tener un efecto perjudicial en los pacientes y en su sistema inmune endbgeno.

Por esta razoén, esta tesis buscé explorar el efecto de un régimen de linfodeplecion con Cy
sobre las células inmune enddgenas, las células transferidas y la eficacia de la ACT. Para
esto, se utilizdé un modelo de melanoma murino el cual recibi6 un régimen de
linfodeplecién con Cy y se determind su impacto sobre las células inmunes a través de
citometria de flujo. Afadido a esto, se evalud la eficacia de la ACT a través de curvas de

crecimiento tumoral y andlisis de sobrevida.

El régimen de linfodeplecién con Cy elimina a linfocitos T CD8" y células dendriticas
convencionales de tipo 1 (cDC1), tanto en tumor como en ndédulo drenante de tumor
(dLN). Ademads, los linfocitos T CD8* que logran infiltrar en el tumor no adquieren un perfil
reactivo contra el tumor Tpex 0 Tair. POr otro lado, una ACT eficaz aumenta los linfocitos T
CD8* enddgenos intratumorales, en cambio, el régimen de linfodeplecién con Cy elimina a
los linfocitos T CD8* enddgenos e induce la expansién de los linfocitos transferidos, tanto
en sangre periférica como en el tumor. En consecuencia, el régimen de linfodeplecién con
Cy mejora la eficacia de una ACT subdptima, no obstante, ante un redesafio tumoral con
una mutante de escape antigénica, se pierde la proteccidon inmune antitumoral a largo

plazo otorgada por una ACT eficaz.

Estos resultados demuestran el doble rol del régimen de linfodeplecion con Cy, el cual
favorece la expansion de las células transferidas y el rechazo tumores primarios, pero
perjudica la inmunidad antitumoral a largo plazo, lo que en dltima instancia puede

favorecer la resistencia a la ACT.
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ABSTRACT

Cancer is characterized by uncontrolled cell division and dissemination to other tissues.
Unfortunately, it has become the leading cause of death worldwide. In Chile, 54,000 cases
of cancer were diagnosed along with a mortality of more than 28,000 people during 2020,
making this disease a national public health problem. Melanoma results from the
uncontrolled proliferation of melanocytes located in the basal layer of the skin and once
melanoma becomes metastatic, the prognosis for patients is very poor. Among the

available therapies, immunotherapies have shown great promise.

Cytotoxic CD8" T lymphocytes (CTLs) are important for an effective immune response
against cancer. Dendritic cells activate naive CD8* T lymphocytes through antigen
presentation and consequently they differentiate into CTLs. Subsequently, CTLs can
migrate to peripheral tissues, recognize and eliminate tumor cells by producing perforins
and granzymes or secreting cytokines such as TNF-a and IFN-y, which mediate antitumor
activity. However, the expression of inhibitory receptors such as PD-1 limits the cytotoxic
activity of CTLs through interaction with their ligand PD-L1. Furthermore, chronic activation
of the T cell receptor (TCR) leads to an exhaustion profile of CTLs. However, a progenitor
state characterized by the expression of the transcription factor TCF-1 has recently been
identified and named exhausted progenitor CD8* T cells (Tyex). They then differentiate into
terminally differentiated CD8* T cells (Tax) that mediate an acute antitumor response.

Together, both populations provide an effective and long-lasting antitumor response.

Adoptive cell therapy (ACT) consists of the autologous transfusion of previously in vitro
activated T lymphocytes with antitumor reactivity. It has shown remarkable efficacy in
hematological cancers, but in solid tumors there is a large percentage of patients who do
not respond to ACT. For this reason, a strategy often used in the clinic is the
lymphodepletion regimen prior to ACT. Cyclophosphamide (Cy) is a chemotherapeutic
drug that induces apoptosis of highly proliferative cells and is used as a lymphodepleting
agent. However, it can have a detrimental effect on patients and their endogenous immune

system.
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Therefore, this study explore the effect of a lymphodepletion regimen with Cy on
endogenous immune cells, transferred cells and the efficacy of ACT. For this purpose, a
murine melanoma model was used that received a lymphodepletion regimen with Cy, and
the effect on immune cells was determined by flow cytometry. In addition, the efficacy of

ACT was assessed by tumor growth curves and survival analysis.

The Iymphodepletion regimen with Cy eliminates CD8* T Ilymphocytes and type-l
conventional dendritic cells (cDC1), both in the tumor and in the tumor-draining lymph
node (dLN). Moreover, CD8* T lymphocytes infiltrating the tumor do not acquire a tumor-
reactive profile assessed as Tpex OF Tairr phenotypes. On the other hand, an effective ACT
increases intratumoral endogenous CD8" T lymphocytes, whereas the lymphodepletion
regimen with Cy eliminates endogenous CD8* T lymphocytes and induces the expansion
of the transferred lymphocytes, both in the peripheral blood and in the tumor. Finally,
although the lymphodepletion regimen with Cy improves the efficacy of suboptimal ACT,

the long-term antitumor immune protection afforded by effective ACT is lost.

These results demonstrate the dual role of the Cy, which promotes the expansion of
transferred cells and primary tumor rejection, but impairs long-term antitumor immunity,

which may ultimately promote resistance to ACT.
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1. INTRODUCCION

Generalidades sobre el cancer y el melanoma

El cancer es un concepto que se ha denominado a varias enfermedades que
comparten un factor comun: divisién celular descontrolada y diseminacion a otras partes
del cuerpo, causado por una desregulacion del proceso celular normal de proliferacién
celular (Hanahan & Weinberg, 2011). Durante los ultimos 20 afios, el cancer se ha
transformado en una de las principales causas de muerte a nivel mundial, llegando a
cifras de 18,1 millones de personas diagnosticadas y 9,6 millones de muertes hasta el afio
2018 (Bray et al, 2018). Chile no es la excepcién, segun los datos epidemiolégicos del
Global Cancer Observatory se diagnosticaron mas de 54.000 casos de cancer, junto con
una mortalidad de mas de 28.000 personas durante el afio 2020 (Parra et al, 2020).
Ademas, un informe de vigilancia realizado por el Departamento de Epidemiologia del
Ministerio de Salud de Chile demuestra que, entre los afios 2009 y 2018, la tasa de
mortalidad por tumores supera la tasa de mortalidad por enfermedades del sistema
circulatorio (Ministerio de Salud, 2020), situando a esta patologia como un importante

asunto de salud nacional.

El melanoma corresponde a una neoplasia cutdnea que resulta de la
transformacion y proliferacion descontrolada de melanocitos ubicados en el estrato basal
de la piel (Miller & Mihm, 2006). Se han descrito 4 subtipos de melanoma: (1) melanoma
de extensién superficial, (2) melanoma lentigo maligno, (3) melanoma lentiginoso acral y
(4) melanoma nodular. EI melanoma de extensién superficial se caracteriza por ser una
lesion pequefia de color marrén que crece lentamente de manera radial, el cual da cuenta
del 70% de los casos de melanoma aproximadamente (Bolognia, Jorizzo & Schaffer,
2012). Ademas, se encuentra tipicamente en el torso ya que se relaciona con la
exposicion excesiva a radiacion UV y es el mas prevalente en pacientes menores de 40
afos. Por otro lado, el melanoma lentigo maligno usualmente se desarrolla en pacientes
mayores con la piel daflada por una continua exposicion a la radiaciéon UV en la cara,
orejas o0 cuello (McKenna et al, 2006). El tercer subtipo es la forma mas rara de

melanoma, se presenta como una mancha oscura en la planta del pie o en la palma de la



mano y no esta asociado con la exposicion a radiaciéon UV (Goydos & Shoen, 2016). Por
ultimo, el melanoma nodular se considera como el mas agresivo debido a su rapido

crecimiento y este corresponde al 15% de los melanomas (Menzies et al, 2013).

Esta enfermedad afecta principalmente a caucasicos de ambos sexos, y una vez
que el melanoma se vuelve metastasico, el prondstico es bastante desfavorable (Berwick
et al.,, 2015). Existen varias terapias disponibles para el tratamiento del melanoma, y
dependiendo de las caracteristicas del tumor (ubicacion, estadio y perfil genético), se
escogera la mejor opcién terapéutica para los pacientes. Dentro de estas terapias se
encuentran la reseccidn quirargica del tumor con o sin tratamiento ganglionar,
quimioterapia, inhibidores de transduccion de sefiales y, finalmente, inmunoterapias, de la

cual hablaremos en mas profundidad (Corrie et al, 2014).

Inmunologia del cancer

Se han descrito varios procesos inter y extracelulares (conocidos como
“hallmarks”) por los cuales el cancer puede desarrollarse y progresar, como por ejemplo
una proliferacion sostenida, la evasion de supresores de crecimiento, resistencia a la
muerte celular, inmortalidad replicativa, angiogénesis, metastasis, reprogramacion
metabdlica y evasion del sistema inmune (Hanahan & Weinberg, 2011). La evasion del
sistema inmune se ha estudiado durante varias décadas. El primer estudio que describe
una relacion entre los tumores malignos y el sistema inmune se sitia en el siglo XIX
(Coley, 1893). En 1909, Paul Ehrlich describi6 la importante funcién del sistema inmune
para proteger al hospedero del cancer. A mediados del siglo XX, Burnet y Thomas
postularon el concepto de vigilancia inmunoldgica, sugiriendo que los linfocitos son los
responsables de identificar y eliminar células que contienen mutaciones y difieren de
células normales (Kim, Emi & Tanabe, 2007). Hoy en dia es bien conocido que las células
tumorales pueden ser y son reconocidas por el sistema inmune debido a los cambios
bioquimicos que ocurren en las células tumorales en comparacion con las células

normales.



Existe un periodo dindmico, conocido como inmunoedicion tumoral, que consiste
en la destruccién del tumor por las células inmunes, pero, eventualmente, las células
tumorales a través de varios mecanismos son capaces de evadir el sistema de
eliminacion inmune (Block & Markovic, 2009). La teoria de la inmunoedicion se compone
de tres fases. En la primera fase las células malignas pueden ser identificadas y
eliminadas por el sistema inmunitario a través de la inmunovigilancia (Olszanski, 2015).
En esta etapa participa la inmunidad innata, seguido de la presentacion de antigenos
tumorales por parte de las células dendriticas, desencadenando el desarrollo de linfocitos
T CD4* y CD8* especificos que permiten la destruccién del tumor. En otras palabras,
ocurre el proceso denominado “inmunovigilancia”, y sumado a esto, se ha considerado
que esta fase podria corresponder al desarrollo temprano del tumor. Posteriormente, en la
segunda fase, hay un equilibrio en donde las células tumorales que no fueron eliminadas
no son capaces de crecer. Se cree que este proceso puede ser el mas largo, el cual
puede durar afios (Gasparri et al, 2017). Finalmente, la tercera fase corresponde a la
evasion inmune, donde las células tumorales pueden crecer y metastatizar debido a una
pérdida de control y eliminacién por parte de las células del sistema inmune. Mdltiples
mecanismos permiten a las células malignas evadir el sistema inmune, los cuales pueden
ser porque las mismas células tumorales suprimen a las células inmunes o por

adquisiciones genéticas que llevan a la supresién inmunitaria (Oiseth & Aziz, 2017).

Linfocitos T CD8* citotéxicos

Los linfocitos T CD8" citotoxicos (CTLs) son parte del sistema inmune adaptativo y
son cruciales para mediar una respuesta inmune efectiva, tanto para infecciones virales
como para el cancer. Las respuestas de los CTLs comienzan en los érganos linfoides
secundarios, donde las células dendriticas (DCs), que llevan antigenos derivados de
células tumorales o virus, activan linfocitos T CD8* virgenes (Figura 1) (Broz et al, 2014).
Para que los linfocitos T CD8* virgenes puedan ser activados, debe ocurrir un proceso
conocido como presentacion antigénica. Para iniciar este proceso, células dendriticas
convencionales de tipo 1 (cDC1) deben presentar antigenos provenientes de péptidos
(con un largo de 8 a 10 aminoacidos) en un contexto de moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad de tipo |I (MHC-I), junto con otras sefiales como moléculas
coestimulatorias (por ejemplo, CD80 y CD86) y citoquinas (por ejemplo, IL-12) (Maier et

al, 2020). Producto de la presentacion antigénica, varios clones de linfocitos T CD8* que



contienen un receptor de célula T (TCR) especifico para un complejo de péptido/MHC-,
proliferan a gran escala y se diferencian a CTLs. Posteriormente, los CTLs especificos
para antigenos tumorales son capaces de migrar a los tejidos periféricos y destruir a las
células tumorales a través de mecanismos citotdxicos, como la liberaciéon de granulos que
contienen perforinas y granzimas o también la induccion de apoptosis mediada por
FasL/FAS (Russell, 2002). Ademas, la actividad citotdéxica se acomparia de la secrecion
de citoquinas efectoras como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interferén y (IFN-
y), las cuales promueven la presentacion antigénica de las células tumorales, inducen la
apoptosis y activan a otras células inmunes, como los macréfagos y DCs (Schenkel,
2014). Sumado a esto, se ha reportado que la produccién de citoquinas efectoras es
critica para obtener una respuesta antitumoral efectiva, ya que estas podrian promover la
produccion de quimioquinas que reclutan linfocitos T, como CXCL9 o CXCL10 via

CXCRZ3, en distintas células dentro del microambiente tumoral (TME) (Maurice, 2019).
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Figura 1: Establecimiento de la respuesta inmune antitumoral. Primero, las cDC1 capturan
antigenos tumorales a través de fagocitosis o macropinocitosis. Luego de su respectiva
maduracién, estos migran al dLN y presentan los antigenos tumorales a linfocitos T CD8* virgenes.
Para una correcta presentacion antigénica se requieren de 3 sefiales, el reconocimiento del

complejo MHC-I/antigeno por parte del TCR, la coestimulacién como la interaccion entre CD80/86



con CD28 y, por ultimo, la secrecion de citoquinas como IL-12. Esto desencadena una expansion
clonal y diferenciacién a CTLs. Finalmente, los CTLs tienen la capacidad de migrar hacia tejidos
periféricos, reconocer células tumorales y ejercer su accioén citotoxica a través de la secrecion de
moléculas como PRF y GzmB, la secrecion de citoquinas proinflamatorias como IFN-y y TNF-qa, y
la induccién de apoptosis mediada por la interaccién entre el receptor FAS con FasL. cDC1: células
dendriticas convencionales de tipo 1; dLN: nédulo linfatico drenante de tumor; CTLs: linfocitos T
CD8* citotéxicos; PRF: perforina; GzmB: granzima B; TCR: receptor de célula T; MHC-I: complejo

principal de histocompatibilidad I. Figura creada en BioRender.

Los antigenos que son reconocidos por CTLs se pueden clasificar en dos grupos,
los autoantigenos asociados a tumor y neoantigenos. Los autoantigenos asociados a
tumor provienen de proteinas que aumentan su expresion en células tumorales, pero
también se pueden expresar en diferentes niveles en células normales. Al contrario, los
neoantigenos provienen de proteinas que sufrieron mutaciones somaticas (como
inserciones, deleciones, etc), y como resultado, contienen un aminoacido distinto al de la
proteina silvestre (Rooney et al, 2015). La respuesta generada contra autoantigenos es
sometida a una seleccidbn negativa durante su desarrollo en el timo, la cual elimina
linfocitos T potencialmente autorreactivos (Slansky et al, 2000). En cambio, la respuesta
contra neoantigenos no es sometida al mecanismo de tolerancia central, por lo que estos
linfocitos T pueden contener TCRs de alta afinidad con el potencial de mediar una

inmunidad antitumoral eficaz (Sim et al, 2020).

Progresién tumoral y agotamiento de linfocitos T

A pesar de que el sistema inmune puede montar una respuesta antitumoral, la
mayoria de los tumores clinicamente observables escapan del control inmune a través de
varios mecanismos, resultando en una progresion tumoral, metastasis, y eventualmente la
muerte del paciente. Esta adaptacion por parte de las células tumorales se produce por
una combinacién de cambios genotipicos y fenotipicos en respuesta a la presion ejercida
por el sistema inmune o por la terapia antitumoral, como lo es la radioterapia o
guimioterapia. Por tanto, las células tumorales seleccionadas persisten y forman una
masa tumoral heterogénea caracterizada por la presencia de mutantes que pierden
antigenos, expresan ligandos de receptores inhibitorios y tienen un estado prometastésico
(Dunn, Old & Schreiber, 2004).



La expresion de receptores inhibitorios, como la proteina de muerte celular
programada 1 (PD-1), es uno de los principales mecanismos que limitan la actividad
citotoxica de los CTLs a través de la interaccion con su proteina ligando de muerte
programada 1 (PD-L1), la cual aumenta su expresion en células tumorales y células
mieloides supresoras en respuesta a citoquinas efectoras secretadas por los CTLs, como
IFN-y (Lau et al, 2017). Ademas, la expresion de PD-1 es caracteristico de los CTLs
reactivos contra tumor (Gros et al, 2014). A medida que va progresando el tumor, el TME
se convierte en un estado inmunosupresor, debido a el reclutamiento de linfocitos T
reguladores, células mieloides supresoras y la secrecién de citoquinas anti-inflamatorias
como lo son la IL-10 y el factor TGF- (Vinay et al, 2015). El TME se transforma en un
ambiente hostil para los CTLs reactivos contra tumor, y junto con la continua exposicion a
antigenos tumorales y activacion cronica del TCR, estos adquieren un perfil exhausto o
disfuncional (Tex) (Sharpe & Pauken, 2018). Las células Tex se caracterizan por tener
una alta expresion de varios receptores inhibitorios, como PD-1, TIM-3 y LAG-3, lo cual
limita su capacidad proliferativa y su funcion citotoxica. Este perfil exhausto se presenta
como un programa transcripcional y epigenético diferencial que es principalmente
regulado por el factor de transcripcion TOX, el cual es critico en la induccion de este
estado celular (Yao et al, 2019; Scott et al, 2019).

A pesar de este hallazgo desfavorable para la inmunidad antitumoral, evidencia
reciente ha demostrado que existen subtipos de células Tex (Figura 2), dentro de los
cuales se encuentra un estado menos diferenciado de CTLs reactivos contra el tumor que
tiene caracteristicas de una célula progenitora, denominado linfocitos T CD8* progenitores
exhaustos (Tpex). EStos persisten en el tiempo y tienen la capacidad de autorrenovarse
debido a la expresion del factor de transcripcion TCF-1. Luego, los Tpex Se pueden
diferenciar a linfocitos T CD8* terminalmente diferenciados (Tqi), que son altamente
citotoxicos y proveen una funcién antitumoral aguda (Miller et al, 2019). Ambas
subpoblaciones de CTLs reactivos contra el tumor se pueden identificar por la expresion
de PD-1, y en conjunto pueden entregar una respuesta antitumoral a largo plazo, por lo
cual su estudio se ha convertido extremadamente relevante en el campo de las

inmunoterapias contra el cancer (Kallies, Zehn & Utzschneider, 2020).
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Figura 2: Linfocitos T CD8* exhaustos. Los linfocitos T CD8* virgenes adquieren un perfil
exhausto debido a la exposicion crénica al antigeno, provocando su diferenciacion a linfocitos Tpex,
que se caracterizan por la coexpresion de PD-1 y TCF-1. Estos tienen caracteristicas de células
troncales y tienen la capacidad de autorrenovarse, por lo que se han asociado a una respuesta
antitumoral a largo plazo. Posteriormente, estos se diferencian a linfocitos Taitr, l0s cuales pierden la
expresién de TCF-1 y aumentan la expresion de GzmB, por lo que median una respuesta
antitumoral citotéxica aguda. TCF-1: factor 1 de células T; PD-1: proteina de muerte celular
programada 1; Tpex: linfocitos T CD8* progenitores exhaustos; Tait: linfocitos T CD8* terminalmente

diferenciados; GzmB: granzima B. Figura creada en BioRender.

Inmunoterapias en melanomay otras neoplasias malignas

Las inmunoterapias, utilizadas para combatir el cancer, tienen como objetivo
restaurar o aumentar la actividad antitumoral de los CTLs especificos contra antigenos
tumorales para destruir el tumor. La expresion de receptores inhibitorios, especificamente
PD-1 y la proteina asociada a linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA-4), representan
mecanismos de regulacion claves que limitan la actividad de los CTLs, como se describié
en el punto anterior. Por esta razon, se han desarrollado terapias que tienen como
objetivo bloquear los receptores inhibitorios, que se conocen como inhibidores de puntos
de control inmunes (en inglés, immune checkpoints inhibitors). Estos consisten en
anticuerpos monoclonales que bloquean los receptores inhibitorios de los linfocitos T, y
han demostrado una eficacia clinica notable en pacientes con melanoma metastasico,
como también en céncer de pulmén, cancer renal, cancer de higado y otros (Hodi et al,
2010; Garon et al, 2015). Actualmente existen farmacos comerciales basados en
anticuerpos, como ipilimumab, que tiene como objetivo bloquear el receptor inhibitorio
CTLA-4 (Eggermont et al, 2016). Cabe destacar que el uso combinado de anticuerpos que

bloguean receptores inhibitorios, como PD-1 y CTLA-4, ha resultado en respuestas



clinicas impresionantes en pacientes con melanoma (Wolchok et al, 2017). Ademas, se ha
reportado que la eficacia de inhibidores de PD-1 en pacientes con melanoma se
encuentra asociado a la presencia de neoantigenos tumorales (Rizvi et al, 2015) y, por
otro lado, con una infiltracion de linfocitos T de memoria residente de tejido (T:m) (Edwards
et al, 2018). El mecanismo de accidén por el cual actian los inhibidores de PD-1 es
aumentando la actividad antitumoral de linfocitos Tpex (Siddiqui et al, 2019) y promoviendo
la infiltracion de nuevos clones de linfocitos T CD8" enddgenos que contribuyen al
repertorio de TCRs que se encuentran en el tumor, es decir, son mas diversos y

aumentan la policlonalidad (Yost et al, 2019).

La terapia celular adoptiva (ACT, del inglés adoptive cell therapy), que consiste en
la transfusion autéloga de linfocitos T activados in vitro que presentan reactividad
antitumoral, ha demostrado ser una estrategia terapéutica con una eficacia clinica
relevante. Existen actualmente tres tipos de ACT (Figura 3) que se han descrito
ampliamente en la literatura: la terapia génica con TCR, los linfocitos T modificados con el
receptor de antigeno quimérico (CAR-T) y los linfocitos infiltrantes de tumor (TILS) (June
et al, 2015). En las primeras dos, que corresponden a terapias con linfocitos T
modificados genéticamente, los linfocitos T de sangre periférica se aislan mediante
leucoféresis, se activan y se transducen a través del uso de vectores virales para expresar
un TCR o CAR especifico contra un antigeno tumoral (Rohaan et al, 2019). Mientras que
la terapia génica con TCR ha demostrado resultados prometedores en paciente con
melanoma y otros tumores sélidos (Johnson et al, 2009), la terapia CAR-T ha demostrado
un éxito notable en pacientes con canceres hematoldgicos, como leucemia, linfoma y
mieloma (Porter et al, 2011; Kochenderfer et al, 2017; Garfall et al, 2015). Por otro lado, la
ACT con TILs consiste en la expansion y activaciéon ex vivo de TILs después de la
reseccion quirdrgica del tumor y, posteriormente, se realiza la transferencia adoptiva al
paciente (Andersen et al, 2016). En tumores solidos, la administracion de TILs ha
mostrado buen potencial terapéutico en pacientes con melanoma y otros tipos de cancer
(Prickett et al, 2016; Stevanovi¢ et al. 2019).
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Figura 3: Diferentes estrategias de terapia celular adoptiva. (A) Los linfocitos T se aislan de la
sangre del paciente para transducir con un TCR disefiado que es especifico para un antigeno
tumoral. Luego, los linfocitos T modificados con TCR se expanden in vitro y se vuelven a infundir al
paciente. (B) Los linfocitos T se aislan de la sangre del paciente para transducir con un CAR que
es especifico para un antigeno tumoral. Luego, los linfocitos modificados con CAR se expanden in
vitro y se vuelven a infundir al paciente. (C) Posterior a la extraccién del tumor, los TILs
antitumorales se aislan y se expanden in vitro para volver a infundir al paciente. TCR: receptor de
célula T; CAR: receptor de antigeno quimérico; TILs: linfocitos infiltrantes de tumor. Figura creada
en BioRender.

Células inmunes enddgenas y régimen de linfodeplecion en la terapia celular

adoptiva

A pesar de los grandes avances en el ambito de la inmunoterapia, la ACT no
funciona en la mayoria de los pacientes con tumores sélidos. Los obstaculos mas
importantes para una respuesta inmune eficaz y duradera es que las células transferidas
presentan poca persistencia en el tiempo y, regularmente, las células tumorales sufren

mutaciones en el cual pierden el antigeno diana de la ACT, escapando del control inmune



(O'Donnell et al, 2019; Wylie et al, 2019). En consecuencia, la ACT se ha utilizado en
combinacién con otras estrategias terapéuticas que estimulan al compartimento endégeno
de CTLs, que pueden ser especificos contra diferentes antigenos tumorales. Dentro de las
estrategias terapéuticas se encuentran los virus oncoliticos y activadores de DCs, los
cuales han demostrado lograr una proteccion duradera y superar la aparicion de
mutaciones en células tumorales que pierden antigenos (Lai et al, 2020). Ademas,
resultados de nuestro laboratorio demuestran que una ACT efectiva y duradera promueve
la infiltracion de linfocitos T CD8" enddgenos de una forma dependiente de cDCL.
Sumado a esto, la eficacia de la ACT disminuye al eliminar los linfocitos T CD8*
endogenos, al bloquear TNF-a o al eliminar las células cDC1 (Figueroa et al, 2024). Por lo
tanto, la proteccion antitumoral efectiva y duradera demostrada por la ACT depende de
tanto las células transferidas que tienen una actividad citotoxica aguda, como de los

linfocitos T enddégenos que pueden mediar una actividad inmune duradera.

Otra estrategia que se utiliza regularmente en la clinica es el uso de un régimen de
linfodeplecién no mieloablativo previo a la ACT, el cual tiene el objetivo de mejorar la
persistencia de las células transferidas a través de la creacion de un nicho intratumoral, la
eliminacion de células inmunorregulatorias y evitando la competicién por citoquinas
homeostaticas (Huang et al, 2005). La ciclofosfamida (Cy) corresponde a una droga
guimioterapéutica que ejerce su accion a través del entrecruzamiento irreversible de las
hebras de ADN, provocando la apoptosis en células altamente proliferativas, por lo tanto,
previene la division celular y se ha utilizado ampliamente como un agente linfodepletante
(Dudley et al, 2005). Sin embargo, la Cy afecta a todas las células en proliferacion,
incluyendo tejidos sanos, por lo que puede tener un gran impacto en el sistema inmune.
Incluso, algunos estudios sugieren que la Cy y otros quimioterapéuticos similares
promueven un microambiente metastasico en tumores primarios debido a dafio epitelial,
hipoxia, angiogénesis tumoral y liberacién de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas
(Karagiannis, Condeelis & Oktay, 2019). Por ultimo, todavia no hay evidencia que explore

los efectos a largo plazo asociado a su citotoxicidad.

Debido a los antecedentes entregados anteriormente, este proyecto exploré el uso

de un régimen de linfodeplecion con Cy y su efecto, tanto en las células inmunes
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endogenas, como en las células transferidas en un modelo de ACT. Ademas, se
determind el impacto que genera un régimen de linfodeplecion con Cy sobre la proteccion
antitumoral a largo plazo otorgada por la ACT. Los resultados de esta tesis permitiran
avanzar en un area del conocimiento emergente y sentar las bases para el desarrollo de
inmunoterapias que tengan la capacidad de ser eficaces y duraderas contra tumores

heterogéneos, como lo es el melanoma y otras neoplasias.
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2. HIPOTESIS

“El régimen de linfodeplecion con ciclofosfamida, previo a la terapia celular adoptiva,
produce una eliminacion prolongada de los linfocitos T CD8* enddgenos y células
dendriticas convencionales de tipo 1, perjudicando la respuesta inmune antitumoral y
proteccion a largo plazo frente a una recurrencia tumoral”.

3. OBJETIVO GENERAL

Establecer si la ciclofosfamida, como régimen de linfodeplecion previo a la terapia celular
adoptiva, produce un impacto tanto en la respuesta inmune antitumoral endégena como
en la proteccion a largo plazo.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el efecto del régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida en las células
inmunes enddgenas y células transferidas en un modelo de ACT de melanoma murino.

1.1 Analizar el efecto de la ciclofosfamida sobre las células inmunes enddgenas en un
corto y largo de tiempo.

1.2 Evaluar el efecto de la ciclofosfamida sobre las células inmunes enddgenas y las
células transferidas en un modelo de ACT.

2) Identificar el impacto del régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida en la proteccién
antitumoral otorgada por la ACT.

2.1 Evaluar el impacto de la ciclofosfamida en la eficacia de la ACT a corto plazo.

2.2 Analizar el impacto de la ciclofosfamida en la eficacia de la ACT a largo plazo.
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5. MATERIALES

5.1 Materiales biol6gicos

5.1.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones hembras silvestres de la cepa C57BL/6J y ratones hembras
C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J (ratones OT-I), comprados en The Jackson Laboratories
y mantenidos en el bioterio de la Fundacion Ciencia & Vida. Los ratones fueron
mantenidos a una temperatura de 26°- 28°C, en ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, con
agua y alimento ad libitum. Al comenzar los experimentos los ratones tenian entre 6 y 12
semanas de edad. Al cumplir los criterios de eutanasia segun las normas bioéticas o al
finalizar el curso de los experimentos, los ratones fueron sacrificados en camara de CO. a
un flujo de 2,5 L/min y posterior confirmacién con dislocacion cervical. Para los
procedimientos en que los ratones se inyectaron en el flanco (desafio o re-desafio
tumoral), se utiliz6 aproximadamente 3% (volumen/volumen) de sevoflurano (Baxter
FDG9117) como anestésico inhalable. Todos los experimentos se realizaron conforme a
las normas bioéticas exigidas por el Comité de Bioética de la Fundacion Ciencia & Vida
(P024/2021) y la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnol6gica de Chile
(CONICYT).

5.1.2 Lineas Celulares

Como modelo de estudio se utilizo la linea celular de melanoma murino B16F10-
OTl, la cual se obtuvo previamente en el laboratorio a través de la transduccion de células
B16F10 silvestres con un vector lentiviral que contiene la secuencia para expresar el
péptido inmunodominante de la proteina OVA (OVAzs7.262 0 OTI). Esta fue cultivada a
37°C en una atmdsfera de 5% de CO;, en medio RPMI-1640 (Hyclone SH30096.02)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco 10437-028), 2 mM de dipéptido L-
alanil-L-glutamina (Gibco 35050-061), 1 mM de piruvato de sodio (Gibco 11360-070), 0,7

de mM de aminoacidos no esenciales encontrados en el medio esencial minimo (Gibco

13



11140-050), 100 U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina (Gibco 15140122), en
adelante RPMI suplementado.

5.1.3 Anticuerpos

Para caracterizar los marcadores de superficie de membrana y marcadores
intracelulares de las poblaciones de interés se desarrollaron paneles de anticuerpos
segun marcadores especificos de cada grupo celular. La unidbn no especifica fue
blogueada con anticuerpo de rata anti-raton CD16/CD32 (clon 93; Biolegend). En los
paneles se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti CD4/ FITC (clon GK1.5); anti
CD25 / FITC (clon 3C7); anti CD3 / PE (17A2); anti CD25 / PE (clon 3C7); anti PD-1 / PE
(clon 29F.1A12); anti CD127 / PE (clon AFR34); anti B220 / PE-Cy5 (clon RA3-6B2); anti
CD8a / PerCP (clon 53-6.7); anti CD4 / PerCP (clon GK1.5); anti I-A/I-E / PerCP (clon
M5/114.15.2); anti CD3 / PE-Cy7 (clon 17A2); anti CD45.1 / PE-Cy7 (clon A20); anti Ly6G
/ PE-Cy7 (clon 1A8); anti CD45 / Alexa Fluor 700 (clon 30-F11); anti CD19 / APC (clon
6D5); anti CD69 / APC (clon H1.2F3); anti CD45 / APC-Cy7 (clon 30-F11); anti CD45.2 /
APC-Cy7 (clon 104); anti I-A/I-E / APC-Cy7 (clon M5/114.15.2); anti CD62L / APC-Cy7
(clon MEL14); anti CD11c / APC-Cy7 (clon N418); anti CD3 / Brilliant Violet 421 (clon
17A2); anti CD8a / Brilliant Violet 421 (clon 53-6.7); anti CD24 / Brilliant Violet 421 (clon
M1/69); anti CD11b / Brilliant Violet 421 (clon M1/70); anti Ly6C / Brilliant Violet 605
(HK1.4); anti TIM3 / Brilliant Violet 605 (clon RMT3-23); anti CD8a / Brilliant Violet 650
(clon 53-6.7); anti XCR1 / Brilliant Violet 650 (clon ZET); anti CD3 / Brilliant Violet 711
(clon 17A2); anti CD44 / Brilliant Violet 711 (clon IM7); anti CD11c / Brilliant Violet 711
(clon N418); anti CD45 / Brilliant Violet 785 (clon 30-F11); anti CD11b / Brilliant Violet 785
(clon M1/70). Todos provenientes de BioLegend. El anticuerpo monoclonal anti GzmB /
PE-Texas Red (clon GB11) fue obtenido de Invitrogen.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cultivo de lalinea B16F10 y B16F10-OTI

Las células B16F10 y B16F10-OTI fueron cultivadas en placas de 100 x 15 mm
(Thermo Scientific 150350). La cosecha de las células se realiz6 durante la fase
exponencial (aproximadamente 70-80% de confluencia), mediante tratamiento con tripsina
0,25% méas EDTA 0,1% (HyClone 25200056) durante 3 minutos a 37 °C. Posteriormente,
las células fueron suspendidas en 5 mL de RPMI suplementado y centrifugadas a 400 x g
durante 5 minutos, y el pellet de células resultante se resuspendié en RPMI suplementado
para ser sembradas nuevamente. Luego de 24 horas, el medio de cultivo fue reemplazado
por medio RPMI suplementado fresco luego de un lavado con PBS 1X (Corning 21-040-
CMX12). En algunas ocasiones, las células fueron almacenadas en medio de congelacion
(FBS inactivado mas DMSO 10%) y se conservaron en un congelador a -80 °C hasta su

uso.

6.2 Desafios tumorales

Como modelo de melanoma cutaneo, se inyecté por via intradérmica 1x10° de
células B16F10 o B16F10-OTIl en PBS 1X estéril, en forma similar a los descrito por Baird
et al.,, 2013. Para esto, las células fueron cosechadas como se describié en el punto
anterior. Las células en suspension se lavaron 3 veces con PBS 1X estéril y fueron
centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos, luego fueron filtradas con cell strainer de 70
um (Falcon 352350) y contadas mediante una camara de Neubauer. Las células se
llevaron a una concentracion de 2x107 células/mL en PBS 1X estéril. Cada ratén fue
inoculado con 1x10° células en 50uL. Esta inoculacién se realiz6 en el flanco derecho
para los desafios tumorales primarios. Para los redesafios tumorales, los ratones fueron

inoculados en el flanco izquierdo.

6.3 Activacion in vitro de linfocitos T CD8* OTI

Para conseguir los linfocitos T CD8* especificos contra el antigeno OTI, se utilizé
un raton transgénico C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J (OT-1, The Jackson Laboratory).
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Las células del bazo fueron extraidas y los linfocitos T CD8" especificos contra el antigeno
OTI fueron estimulados con el péptido OTlI (OVA(s7-264, GenScript RP10611) a una
concentracion de 2 pg/mL con la presencia de IL-2 a una concentracién de 100 Ul/mL
(Biolegend 589108) durante 96 horas en medio RPMI suplementado y 50 uM de 2-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich M3148).

6.4 Transferencia de linfocitos T CD8* OTI previamente activados in vitro

Para la terapia celular adoptiva, los linfocitos T CD8* OTI previamente activados in
vitro fueron transferidos a ratones portadores de tumores B16F10-OTI 7 dias después del
desafio tumoral. Para esto, los linfocitos T CD8* OTI previamente activados in vitro fueron
recolectados y lavados dos veces con PBS 1X estéril, posteriormente se contaron las
células mediante una camara de Neubauer. Luego, las células se llevaron a una
concentracion de 1x107 (ACT éptima) o 5x10° (ACT suboptima) células/mL en PBS 1X
estéril. Cada raton fue inyectado con 1x10° células en 100 uL (ACT 6ptima) o 5x10° en
100 pL (ACT subdptima) por via intravenosa, en forma similar a los descrito por Harimoto
et al. 2013.

6.5 Obtencidon de muestras de sangre

Se extrajeron muestras de aproximadamente 200 a 300 uL de sangre desde la
vena de la cola del raton 12 dias después del desafio tumoral. Estas muestras fueron
recolectadas en tubos Eppendorf de 1,5 mL en presencia de 70 uL de una solucion de
heparina sédica a una concentracion de 500 UI/mL (Sanderson 75KI2088) diluida en PBS

1X estéril.

6.6 Crecimientos tumorales

El crecimiento tumoral fue evaluado durante los dias posteriores al desafio tumoral
mediante la medicion de los didmetros tumorales con un cdliper digital. Cada parametro
de ancho, largo y altura fue medido en triplicado. Conforme a las normas bioética, en el
caso de ser requerido, los ratones fueron sacrificados cuando el didmetro mas grande del

tumor alcanzaba = 15mm, cuando el ratén evidenciara malestar fisico o cuando el tumor
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presentaba Ulceras. La férmula utilizada para calcular el volumen tumoral es la

recomendada en Faustino-Rocha et al. 2013.

(Ancho? (mm?) x Largo (mm)) / 2 = Volumen del tumor (mm3)

6.7 Tincién para citometria de flujo

En el primer objetivo especifico se requirid la citometria de flujo. Todos los datos

de citometria obtenidos fueron analizados con el programa FlowJo_V10 (Tree Star, Inc.).

6.8 Preparacion de suspensiones celulares

La identificacion de distintos tipos celulares se realiz6 mediante citometria de flujo
utilizando el equipo BD FACSymphony Al de la Fundacién Ciencia & Vida. La obtencion
de suspensiones unicelulares para citometria a partir de los tejidos de sangre periférica,
nddulos linfaticos drenantes de tumor y tumor ha sido refinada en el Laboratorio de

Inmunoncologia (Galvez-Cancino et al. 2018).

Para favorecer la lisis de eritrocitos en las muestras sangre periférica, estas fueron
tratadas con 3 mL de una solucién comercial de RBC 1X (Biolegend 420301) durante 5
minutos a temperatura ambiente. Luego, la lisis se detuvo adicionando 7 mL de una

soluciéon de PBS 1X estéril.

Los nédulos linfaticos drenantes de tumor fueron extraidos 10 dias (corto plazo) o
33 dias (largo plazo) después del desafio tumoral. Luego, estos fueron disgregados
mecanicamente con agujas de 21G x 1-1/2” y digeridas enzimaticamente con 5 ug/mL de
DNasa | (AppliChem A3778,0010) y 5 mg/mL de colagenasa IV (Gibco 17104019) en 1mL
de medio RPMI-1640 durante 15 minutos a 37°C en un incubador. Las enzimas utilizadas
fueron diluidas en HBSS 1X en presencia de Ca™ y Mg* (Gibco 14025092).

Posteriormente, la reaccion enziméatica se detuvo adicionando 1mL de una solucién 5 mM
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de EDTA (Invitrogen 15576-028) en RPMI suplementado. Finalmente, los nddulos
linfaticos digeridos fueron filtrados con cell strainer de 70 pum.

El protocolo para disgregar tumores es similar al utilizado en los nédulos linfaticos
drenantes de tumor. Primero, estos fueron extraidos 10 dias (corto plazo) o 33 dias (largo
plazo) después del desafio tumoral. Luego, estos fueron disgregados mecéanicamente con
tijeras quirdrgicas para obtener trozos de aproximadamente 3 mm. Posteriormente, los
trozos se disgregaron enzimaticamente con 5 pg/mL de DNasa | y 5 mg/mL de
colagenasa en 1mL de medio RPMI-1640 durante 60 minutos a 37°C bajo 160 rpm de
agitacion en un incubador-agitador. Luego, la reaccién enzimatica se detuvo adicionando
1mL de una solucion 5 mM de EDTA en RPMI suplementado. Finalmente, los tumores

digeridos fueron filtrados con cell strainer de 70 pm.

6.9 Incubacién con anticuerpos y marcador de viabilidad

Para bloquear la unién de anticuerpos a receptores de fracciones constantes,
todas las muestras fueron tratadas con el anticuerpo de rata anti-raton CD16/CD32 (clon
93 de Biolegend) diluido 1:100 en PBS 1X estéril, entre 5-10 minutos a 4°C. Los mix de
anticuerpos de superficie de membrana y el marcador de viabilidad celular Zombie Aqua™
(Biolegend 423101) fueron disueltos en PBS 1X estéril y se incubaron en cada muestra

durante 20 minutos a 4°C en oscuridad.

6.10 Tincién de moléculas intracelulares

En algunas ocasiones, se requirid evaluar la expresién de moléculas intracelulares.
Para esto, las muestras fueron incubadas con los anticuerpos de superficie de membrana
segun lo descrito en el punto anterior. Luego, las muestras fueron fijadas y
permeabilizadas mediante un kit comercial (BD 555028). Este consistié en la incubacion
de las muestras con el reactivo Cytofix/cytoperm™ (BD, 554722) durante 20 minutos a
4°C. Posteriormente, las muestras se lavaron con Perm/wash™ (BD, 554723) y se
incubaron con el mix de anticuerpos intracelulares diluidos en Perm/wash™ durante 20

minutos a 4°C.
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6.11 Cuantificacién de poblaciones celulares.

Para la cuantificacion absoluta de las distintas poblaciones celulares identificadas
a través de citometria de flujo, se utilizd el kit comercial CountBright™ absolut counting
bead (C36950 Invitrogen), y las muestras fueron analizadas junto con las beads en el
equipo BD FACSymphony Al de la Fundacion Ciencia & Vida.

6.12 Analisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como promedios + error estandar de la media de
experimentos independientes. Los analisis estadisticos y los graficos fueron generados
mediante el programa GraphPad Prism V9 (La Jolla, California, USA). Se utiliz6 el test no
pareado de Mann-Whitney para analizar diferencias entre 2 grupos con una sola variable.
Ademas, se utilizé el test de ANOVA de dos vias y correccion de Bonferroni para
comparar las curvas de crecimiento tumoral. Un valor de p < 0.05 fue considerado como

estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS

Objetivo especifico 1: “Determinar el efecto del régimen de linfodeplecion con

ciclofosfamida en las células inmunes enddgenas y células transferidas en un

modelo de ACT de melanoma murino”

1.1 Analizar el efecto de la ciclofosfamida sobre las células inmunes enddgenas en
un periodo corto y largo de tiempo.

En primera instancia, se exploro el efecto de un régimen de linfodeplecion sobre las
células inmunes endbgenas. Para esto, se utiliz6 un modelo murino inmunocompetente
denominado C57BL/6J, el cual se ha utilizado ampliamente para estudios de las
respuestas antitumorales y respuestas inmunoldgicas, ademas de su facilidad de uso y
manejo. Debido a que la terapia celular adoptiva se dirige principalmente a pacientes con
cancer, se implementé un modelo de melanoma murino que consiste en una inyeccion
intradérmica con células B16F10-OTl en el flanco derecho de ratones C57BL/6J y
permite, en aproximadamente 7 dias, generar tumores de melanoma en la piel de los
ratones de un volumen aproximado de 100 mm?3, el cual puede ser analizado a través de
diferentes técnicas experimentales bioguimicas e inmunoldgicas. La ventaja que tiene
utilizar BL6F10-OTI como modelo tumoral es que esta proviene de la linea celular de
melanoma murino B16F10 que fue modificada genéticamente para expresar el antigeno
OTl, el cual corresponde al péptido inmunodominante de la proteina ovoalbumina (OVA).
Por lo tanto, este modelo tumoral genera respuestas inmunes especificas contra este
antigeno y, ademas, es posible utilizar este antigeno como molécula blanco para la
terapia celular adoptiva. Por otro lado, ya que los pacientes que reciben terapia celular
adoptiva se les administra un régimen de linfodeplecion previo a la transferencia adoptiva,
se aplico de manera intraperitoneal a los ratones C57BL/6J un régimen de linfodeplecién
con un agente quimioterapéutico utilizado ampliamente en la clinica, denominado

ciclofosfamida (Cy).

El régimen de linfodeplecion se administra principalmente como dos dosis de Cy en dias
continuos, por lo que ratones C57BL/6J portadores de tumores B16F10-OTIl se les
suministré dos dosis de Cy los dias 4 y 6 después del desafio tumoral, para analizar tanto
el tejido del tumor como el nédulo drenante de tumor (dLN) a través de citometria de flujo

en dos tiempos diferentes, 4 dias o 27 dias después de la ultima dosis de Cy (Figura 4a).
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En primera instancia, la Cy no influye en el crecimiento tumoral a corto plazo; sin
embargo, a largo plazo, su efecto se observa en un retraso del crecimiento tumoral, lo
cual podria estar relacionado con la eliminacion de células tumorales de alta proliferacion
(Figura 4b, 4c y 4d). Interesantemente, en el tumor, la Cy elimina los linfocitos T CD8*
endogenos en un corto periodo de tiempo, sin embargo, estos vuelven a repoblarse al
cabo de 4 semanas después de la ultima dosis de Cy (Figura 4e, 4f). Los linfocitos T CD8"
se han clasificado en subpoblaciones dependiendo de la expresiébn de diferentes
moléculas, por ejemplo, los linfocitos progenitores exhaustos (Tpex) S€ caracterizan por
una elevada expresion de PD-1 y TCF-1, pero carecen de moléculas efectoras como
GzmB. Por otro lado, los linfocitos terminalmente diferenciados (Taq) mantienen una
expresion elevada de PD-1, pero comienzan a expresar moléculas efectoras como GzmB
y disminuyen su expresion de TCF-1. Ambas subpoblaciones de linfocitos T CD8*
citotéxicos se han identificado como linfocitos que son reactivos contra el tumor y ambas
se requieren para un efecto antitumoral (Figura 4e). Desafortunadamente, ambas
subpoblaciones se ven comprometidas por la Cy, ya que al repoblarse los linfocitos T
CD8" enddgenos, estos no logran adquirir un perfil Tpex 0 Tairr (Figura 4g, 4h).

Por otro lado, las células presentadoras de antigeno, en especifico las células dendriticas
convencionales de tipo 1 (cDC1), que se caracterizan por la expresion selectiva de XCR1,
son importantes para la presentacién de antigenos tumorales a linfocitos T y, en el caso
de los linfocitos T CD8*, la consiguiente diferenciacion a linfocitos T CD8* citotoxicos
(Figura 4e). De acuerdo con lo esperado, la Cy elimina rapidamente a las cDC1 dentro del
tejido tumoral. Sin embargo, de manera inesperada, estas no se logran repoblar en un
largo periodo de tiempo, indicando que la Cy podria producir la incapacidad de generar
presentacion cruzada, ya que las cDC1 no estan presentes en el tumor para capturar

antigenos tumorales (Figura 4i).

a)
C57BL/6J Cy
300 myg/Kg/dia
||||l|l||||||f'r'|||||||
OTd 4d 6d 10d 33d Dias
Desafio tumoral con Anidlisis de Analisis de
1x105B16F10-OTI tumor y dLN tumor y dLN
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Figura 4: El régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida elimina a las subpoblaciones de

linfocitos T CD8* reactivas contra el tumor y cDC1 intratumorales. Ratones de la cepa
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C57BL/6J fueron desafiados mediante via intradérmica con 1x10% células B16F10-OTI,
posteriormente los ratones recibieron dos dosis de 300mg/Kg de Cy los dias 4 y 6 después del
desafio tumoral. Después, el tumor fue extraido 4 y 27 dias después de la tltima dosis de Cy para
analizar linfocitos T CD8* enddégenos y cDC1l a través de citometria de flujo. (a) Esquema
experimental. b-d Curvas individuales de crecimiento tumoral de los grupos control (b), 4 dias
después de Cy (c) y 27 dias después de Cy (d). (e) Panel izquierdo: gréaficos de puntos
representativos que muestran las frecuencias de los linfocitos T CD8* enddgenos en las células
CD45*. Panel central: graficos de puntos representativos que muestran la expresion de PD-1 y
GzmB en los linfocitos T CD8* enddgenos y las frecuencias de las diferentes subpoblaciones
mostradas en los cuadrantes: PD-1* GzmB- (Tpex), PD-1* GzmB* (Tdir), PD-1- GzmB* y PD-1-
GzmB-. Panel derecho: graficos de puntos representativos que muestran las frecuencias de cDC1
intratumorales (CD11b- XCR1*) en las células dendriticas. f-i Cuantificaciones relativas de los
linfocitos T CD8* enddgenos (f), subpoblacion Tpex (g), subpoblacién Tai (h) y ¢cDC1 (i) como
porcentaje sobre las células CD45*. Datos agrupados de 1 experimento independiente, n=4
ratones por grupo. Las barras son la media £+ EEM. *p<0.05 para (c), (d), (e) y (f) mediante la

prueba no pareada de Mann-Withney.

Ademas, debido a que el proceso de presentacion de antigenos tumorales por las cDC1 a
linfocitos T CD8* se lleva a cabo en los 6rganos linfoides secundarios, se analiz6 el dLN
de los ratones en las diferentes condiciones experimentales. De manera similar al tejido
tumoral, la Cy elimina al menos la mitad de los linfocitos T CD8* enddgenos presentes en
el dLN a los 4 dias después de la ultima dosis de Cy. Sin embargo, a diferencia del tumor,
los linfocitos T CD8* enddégenos no logran recuperarse por completo en un largo periodo

de tiempo (Figura 5a, 5b).

Afadido a esto, las cDC1 migratorias, que expresan altos niveles de MHCIl y son
importantes para la presentacion antigénica a linfocitos T CD8* (Kedl et al, 2017), son
eliminadas por completo por la Cy. Intrigantemente, esta depleciéon de cDC1 por la Cy se
mantiene en un largo periodo de tiempo, el cual es un efecto similar a lo observado en el
tumor (Figura 5a, 5c). Estos resultados podrian indicar que la presentacion de antigenos
tumorales por parte de las cDC1 a linfocitos T CD8* virgenes en los 6rganos linfoides

secundarios esta siendo interrumpida por el régimen de linfodeplecion con Cy.
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Figura 5: El régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida elimina los linfocitos T CD8*
enddgenos y cDC1 migratorias en dLN. Ratones de la cepa C57BL/6J fueron desafiados
mediante via intradérmica con 1x108 células B16F10-OTlI, posteriormente los ratones recibieron
dos dosis de 300mg/Kg de Cy los dias 4 y 6 después del desafio tumoral. Después, el dLN fue
extraido 4 y 27 dias después de la Gltima dosis de Cy para analizar linfocitos T CD8* enddgenos y
cDC1 migratorias a través de citometria de flujo. (a) Panel izquierdo: graficos de puntos
representativos que muestran las frecuencias de los linfocitos T CD8* enddgenos en las células
vivas. Panel central: graficos de puntos representativos que muestran frecuencias de las

subpoblaciones de células dendriticas residentes (cDC Res) y migratorias (cDC Mig) en el total de

24



las células dendriticas. Panel derecho: graficos de puntos representativos que muestran la
frecuencia de cDC1 migratorias (MHCIIM"CD11b- XCR1*) en las ¢cDC mig. b-c Cuantificaciones
relativas de los linfocitos T CD8* enddgenos (b) y cDC1 mig (c) como porcentaje sobre las células
vivas. Datos agrupados de 1 experimento independiente, n=4 ratones por grupo. Las barras son la

media + EEM. *p=<0.05 para (b) y (c) mediante la prueba no pareada de Mann-Withney.

1.2 Evaluar el efecto de la ciclofosfamida sobre las células inmunes endbgenas y

las células transferidas en un modelo de ACT.

Anteriormente, se analizo el efecto de la Cy sobre las células inmunes endbgenas, en
especifico, los linfocitos T CD8* enddgenos y las cDC1. Sin embargo, en un contexto de
ACT, el efecto de la Cy sobre los linfocitos T CD8" transferidos y enddgenos no se ha
dilucidado completamente. Por esta razon, ratones C57BL/6J portadores de tumores
B16F10-OTI fueron suministrados con dos dosis de Cy los dias 4 y 6 después del desafio
tumoral. Luego, se les administré la ACT al dia 7 después del desafio tumoral y 5 dias
después se analizé la sangre periférica a través de citometria de flujo (Figura 6a). Como
la ACT consiste en la transferencia de linfocitos especificos contra antigenos tumorales
que han sido previamente activos in vitro, se utilizé ratones transgénicos OTI (C57BL/6-
Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J, Jackson Laboratories) ya que contienen linfocitos T CD8* que
portan un TCR especifico para el antigeno OTI y ademas expresan la variante alélica
CD45.1, permitiendo identificar estos linfocitos con un anticuerpo monoclonal a través de
citometria de flujo. Estos linfocitos se activaron a través de la incubacién de estos con el
péptido SIINFEKL (OVA2s7264 0 OTI) mas la presencia de IL-2.

En primera instancia, la ACT produce una tendencia a aumentar las células de la linea
hematopoyética (células CD45") en sangre periférica, lo cual es esperable después de la
administracién de linfocitos OTI, ya que estos son positivos para la proteina CD45.
Ademas, el régimen de linfodeplecion con Cy elimina al menos la mitad de las células de
la linea hematopoyética en sangre periférica (Figura 6c), entregando un mayor espacio a
los linfocitos transferidos para expandirse, segun lo que se ha descrito en la literatura. Por
otro lado, la ACT no incide mayormente sobre los linfocitos T CD8* enddgenos en sangre
periférica, sin embargo, al administrar el régimen de linfodeplecion con Cy a los ratones
tratados con ACT, los linfocitos T CD8* enddgenos se eliminan por completo en sangre
periférica (Figura 6b, 6d), el cual es un resultado similar al visto anteriormente en el tumor

(Figura 4c). Por ultimo, los linfocitos OTI transferidos pueden ser reconocidos en sangre
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periférica con el anticuerpo monoclonal especifico para la variante CD45.1 a través de
citometria de flujo (Figura 6b). Interesantemente, el régimen de linfodeplecion con Cy
incrementa el niumero de linfocitos OTI transferidos en sangre periférica, lo cual podria

indicar que la Cy permite la expansion de los linfocitos transferidos (Figura 6e).
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Figura 6: El régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida elimina los linfocitos T CD8*
endbdgenos e induce la expansion de los linfocitos OTI transferidos en sangre periférica.

Ratones de la cepa C57BL/6J fueron desafiados mediante via intradérmica con 1x106 células
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B16F10-OTlI, posteriormente los ratones recibieron dos dosis de 300mg/Kg de Cy los dias 4 y 6
después del desafio tumoral. Un dia después, los ratones fueron transferidos con 1x106 de
linfocitos OTI previamente activados in vitro (ACT). Finalmente, la sangre periférica fue extraida 5
dias después de la ACT para analizar tanto los linfocitos T CD8* endégenos como los linfocitos OTI
transferidos. (a) Esquema experimental. (b) Graficos de puntos representativos que muestran las
frecuencias de los linfocitos T CD8* enddgenos y los linfocitos OTI transferidos sobre las células
CD45" en los grupos de ratones sin terapia, ratones que recibieron ACT y ratones que recibieron
Cy + ACT. c-e Cuantificaciones absolutas de las células CD45* (c), los linfocitos T CD8*
endégenos (d) y linfocitos OTI transferidos (e) como numero (#) de células por pL de sangre
periférica. Datos agrupados de 1 experimento independiente, n=4-5 ratones por grupo. Las barras
son la media + EEM. *p<0.05 para (c), (d) y (e) mediante la prueba no pareada de Mann-Withney.

A pesar de haber analizado el efecto del régimen de linfodeplecién con Cy sobre los
linfocitos T CD8" en sangre periférica, se requiere saber si los linfocitos T CD8*
endogenos y linfocitos OTI transferidos logran infiltrar en el tejido tumoral y cual podria ser
el efecto que ejerce la Cy sobre estos. Por tal razon, se utilizé una estrategia experimental
similar al presentado anteriormente, con la diferencia de que los tumores B16F10-OTI que
portan los ratones fueron aislados y se analizaron los linfocitos infiltrantes de tumor 3 dias

después de la ACT a traves de citometria de flujo.

Interesantemente, la ACT por si sola induce un aumento, tanto en frecuencia como en
ndmero absoluto, de los linfocitos T CD8* enddgenos en aproximadamente el doble en
comparacion con el grupo de ratones sin terapia, lo cual podria indicar que la ACT mejora,
directa o indirectamente, la infiltracion intratumoral de los linfocitos T CD8" enddgenos
(Figura 7a, 7b). Ademas, al administrar el régimen de linfodeplecion con Cy, esta es
capaz de eliminar por completo a los linfocitos T CD8* endbgenos infiltrados en el tumor

(Figura 7a, 7c¢), un resultado similar al visto anteriormente en sangre periférica.

Por otro lado, los linfocitos OTI transferidos logran infiltrar en el tejido tumoral de los
ratones que recibieron ACT, los cuales expresan la variante alélica CD45.1 (Figura 7a).
Afnadido a esto, el régimen de linfodeplecién con Cy incrementa tanto en frecuencia como
en numero absoluto los linfocitos OTI transferidos dentro del tumor, aumentando

aproximadamente 3 veces la cantidad de linfocitos OTI infiltrantes (Figura 7d, 7f).
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Figura 7: La ACT aumenta la infiltracién intratumoral de los linfocitos T CD8* enddégenos y el
régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida aumenta la infiltraciéon intratumoral de los
linfocitos OTI transferidos.

Ratones de la cepa C57BL/6J fueron desafiados mediante via intradérmica con 1x106 células
B16F10-OTlI, posteriormente los ratones recibieron dos dosis de 300mg/Kg de Cy los dias 4 y 6
después del desafio tumoral. Un dia después, los ratones fueron transferidos con 1x106 de
linfocitos OTI previamente activados in vitro (ACT). Finalmente, el tumor fue extraido 3 dias
después de la ACT para analizar tanto linfocitos T CD8+ endégenos como linfocitos OTI
transferidos a través de citometria de flujo. (a) Graficos de puntos representativos que muestran las
frecuencias de los linfocitos T CD8* enddgenos y los linfocitos OTI transferidos sobre las células
CD45* en los grupos de ratones sin terapia, ratones que recibieron ACT y ratones que recibieron
Cy + ACT. b-c Cuantificaciones relativas de los linfocitos OTI transferidos (b) y linfocitos T CD8*
endbégenos (c) como porcentaje sobre las células CD45*. d-e Cuantificaciones absolutas de los
linfocitos OTI transferidos (d) y linfocitos T CD8* enddgenos (e) como numero (#) de células por
gramo de tumor. Datos agrupados de 1 experimento independiente, n=5 ratones por grupo. Las
barras son la media + EEM. *p<0.05 y **p<0.01 para (b), (c), (d) y (e) mediante la prueba no
pareada de Mann-Withney.
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Objetivo especifico 2: “ldentificar el impacto del régimen de linfodepleciéon con

ciclofosfamida en la protecciéon antitumoral otorgada por la ACT”
2.1 Evaluar el impacto de la ciclofosfamida en la eficacia de la ACT a corto plazo.

Debido a que el régimen de linfodeplecion con Cy se utiliza principalmente para dar
soporte a los linfocitos transferidos de la ACT y asi mejorar la eficacia de esta, se decidio
estudiar como la Cy podria estar modulando la eficacia de la ACT. Para esto, lo primero
que se realizo fue establecer dos protocolos de ACT, una terapia efectiva, la cual consiste
en la administracion de linfocitos T CD8" OTI previamente activados in vitro a ratones
portadores de tumores B16F10-OTIl, y una terapia subdptima, la cual consiste en la
administracion de la mitad de la dosis entregada en la terapia efectiva. Para evaluar la
efectividad de la ACT, se utilizaron dos aproximaciones, un andlisis de curvas de
crecimiento tumoral a través de la medicién periddica del volumen tumoral y un andlisis de

sobrevida a través del estimador Kaplan-Meier (Figura 8a).

La inyeccion de células de melanoma murino B16F10-OTI en el flanco de los ratones
genera tumores palpables al dia 5 después del desafio tumoral y los tumores siguen
creciendo de manera continua y descontrolada en los dias posteriores al desafio tumoral
(Figura 8b). Sin embargo, la ACT produce una regresiéon completa de los tumores, en el
cual se elimina por completo a las células tumorales (Figura 8c). Ademas, al administrar la
mitad de la dosis de la ACT (ACT subdptima), esta produce una regresion parcial de los
tumores, probablemente debido a que no se eliminan todas las células tumorales y estas
logran crecer descontroladamente (Figura 8d). Por otro lado, al realizar el analisis de
sobrevida de los grupos de ratones estudiados, la ACT protege del desafio tumoral al
100% de los ratones al menos hasta el dia 40, en cambio, los ratones que no recibieron
ACT o que recibieron una ACT subdptima, disminuyen su porcentaje de sobrevida a 0%
antes del dia 28 después del desafio tumoral (Figura 8e).
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Figura 8: La ACT produce una regresién tumoral completa y una ACT subédptima la
regresién parcial de tumores de melanoma murino. Ratones de la cepa C57BL/6J fueron
desafiados mediante via intradérmica con 1x108 células B16F10-OTI. Posteriormente, los ratones
fueron transferidos con 1x106 o 5x10° de linfocitos OTI previamente activados in vitro (ACT o ACT
subdptima). El volumen tumoral y sobrevida fue evaluado durante todo el transcurso del
experimento. (a) Esquema experimental. b-d Curvas individuales de crecimiento tumoral de los
grupos sin terapia (b), ACT (c) y ACT subdptima (d). (e) Andlisis de sobrevida a través del
estimador Kaplan-Meier de los grupos evaluados en b-d. Datos agrupados de 2 experimentos
independientes para b,c y 1 experimento independiente para d, n=4-5 ratones por grupo. *p<0.05,

***p<0.001 y ****p<0.0001 para (e) mediante la prueba Mantel-Cox (prueba logrank).

Una vez que se establecieron y caracterizaron ambos protocolos de ACT, a los distintos
grupos de ratones se les administré el régimen de linfodeplecion con Cy para evaluar
como esta podria estar afectando al crecimiento de los tumores. La Cy por si sola es
capaz de producir una regresion parcial de los tumores B16F10-OTl, sin embargo, no
logra eliminar a las células tumorales por completo, por lo que estas crecen
descontroladamente después de varios dias administrada la ultima dosis de Cy (Figura
9a). Segun lo esperado, el régimen de linfodeplecion con Cy no afecta significativamente
a la ACT, ya que al menos 7 de 9 ratones presentaron una regresion tumoral completa

(Figura 9b). No obstante, en un protocolo de ACT subdptima, el régimen de linfodeplecion
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con Cy logra mejorar la eficacia de la terapia (Figura 9c), el cual se condice con
resultados de estudios clinicos, donde el régimen de linfodeplecion previo a la ACT
mejora las respuestas, completas o parciales, de los pacientes que reciben ACT (Dudley
et al, 2005). Afadido a esto, los ratones que recibieron Cy pero no ACT tienen un
porcentaje de sobrevida de 0% antes del dia 30 después del desafio tumoral. Por el
contrario, ambos grupos de ratones que recibieron ACT o ACT subdptima en conjunto con

la Cy tienen un porcentaje de sobrevida mayor al 75% al menos hasta el dia 40 después
del desafio tumoral.
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Figura 9: El régimen de linfodeplecion con ciclofosfamida aumenta la eficacia antitumoral de
una ACT subdptima en tumores soélidos. Ratones de la cepa C57BL/6J fueron desafiados
mediante via intradérmica con 1x10° células B16F10-OTI. Posteriormente, los ratones recibieron
dos dosis de 300 mg/Kg de Cy los dias 4 y 6 después del desafio tumoral. Luego, estos fueron
transferidos con 1x10% o 5x10° de linfocitos OTI previamente activados in vitro (ACT o ACT
suboptima). El volumen tumoral y sobrevida fue evaluado durante todo el transcurso del
experimento. a-c Curvas individuales de crecimiento tumoral de los grupos Cy (a), Cy + ACT (b) y
Cy + ACT suboptima (c). (d) Andlisis de sobrevida a través del estimador Kaplan-Meier de los
grupos evaluados en a-c. Datos agrupados de 2 experimentos independientes, n=4-5 ratones por
grupo. ***p<0.001 y ****p<0.0001 para (d) mediante la prueba Mantel-Cox (prueba logrank).
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2.2 Analizar el impacto de la ciclofosfamida en la eficacia de la ACT a largo plazo.

Los resultados anteriores indican que el régimen de linfodepleciéon con Cy puede ayudar a
mejorar una ACT suboptima contra un desafio tumoral primario. No obstante, una de las
limitaciones que tiene la ACT en los pacientes con canceres metastasicos es que las
células tumorales pierden la expresién del antigeno al cual se tiene como molécula
blanco, y asi logran escapar del reconocimiento del sistema inmune. Por esta razon, se ha
decidido estudiar el efecto del régimen de linfodeplecién con Cy a largo plazo, el cual
consiste en un re-desafio tumoral con un modelo que ha perdido el antigeno diana de la
terapia. De esta manera, solamente se analizara la participacion del sistema inmune
enddgeno que sea capaz de reconocer a otros antigenos tumorales. En este sentido, los
grupos de ratones que obtuvieron una regresion tumoral completa después de la ACT o
ACT suboptima fueron re-desafiados con células B16F10, las cuales corresponden a un

melanoma murino que no expresa el antigeno diana de la ACT.

Con el objetivo de evaluar el crecimiento normal de los tumores B16F10, se utilizé ratones
controles que no han recibido ACT, en el cual se aprecia que los tumores crecen
descontroladamente y de manera exponencial luego de la inyeccién de las células
tumorales (Figura 10a). Por el contrario, en los ratones que recibieron ACT, los tumores
B16F10 no son capaces de crecer después de la inyeccion de las células tumorales
(Figura 10b), lo que sugiere que la ACT otorga una protecciéon inmune endégena contra el
re-desafio, probablemente mediado por linfocitos T CD8* citotdxicos especificos contra
antigenos tumorales. Inesperadamente, todos los ratones que recibieron un régimen de
linfodeplecién con Cy, tanto en ACT como en ACT subéptima, pierden la proteccion
inmune endégena entregado por la ACT, ya que los tumores crecen descontroladamente
después de la inyeccién con células tumorales B16F10 (Figura 10c, 10d). Afadido a esto,
los ratones que no recibieron un régimen de linfodeplecién con Cy pero obtuvieron la
ACT, tienen una sobrevida de un 90% aproximadamente al menos hasta el dia 40
después del re-desafio tumoral, en cambio, los grupos de ratones controles y los que
recibieron Cy disminuyen su sobrevida a un 0% antes del dia 24 después del re-desafio
tumoral, lo que indica una disminucion en la eficacia de la ACT a largo plazo (Figura 10e).
A pesar de encontrar diferencias significativas en el analisis de sobrevida entre el grupo
control y Cy + ACT o Cy + ACT subdptima (Figura 10e), la protecciéon inmune antitumoral
a largo plazo se pierde, ya que las células tumorales de los ratones que fueron

linfodepletados con Cy son capaces de crecer descontroladamente (Figura 10c, 10d).
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Figura 10: La ACT eficaz genera una proteccién inmune antitumoral a largo plazo, pero esta
se ve abolida por el régimen de linfodeplecion con ciclofosfamida. Ratones de la cepa
C57BL/6J fueron desafiados mediante via intradérmica con 1x10% células B16F10-OTI.
Posteriormente, los ratones recibieron dos dosis de 300 mg/Kg de Cy los dias 4 y 6 después del
desafio tumoral. Luego, estos fueron transferidos con 1x106 o 5x10° de linfocitos OTI previamente
activados in vitro (ACT o ACT subdptima). Finalmente, los ratones con regresion tumoral completa
fueron re-desafiados en el flanco contrario via intradérmica con 1x10°6 células B16F10. El volumen
tumoral y sobrevida fue evaluado durante todo el transcurso del experimento. a-d Curvas
individuales de crecimiento tumoral de los grupos control (a), ACT (b), Cy + ACT (c) y Cy + ACT
subdptima (d). (e) Analisis de sobrevida a través del estimador Kaplan-Meier de los grupos
evaluados en a-d. Datos agrupados de 2 experimentos independientes, n=4-5 ratones por grupo.
***p<0.001 y ****p=<0.0001 para (e) mediante la prueba Mantel-Cox (prueba logrank).
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8. Discusion

Las razones por las cuales las terapias celulares adoptivas (ACT) han demostrado
una respuesta ineficiente en los pacientes con tumores solidos y por qué estos mismos
presentan resistencia contra las terapias todavia no se ha dilucidado por completo.
Debido a esto, es sumamente importante entender cuéles son los mecanismos celulares y
moleculares que permiten una respuesta inmune efectiva contra tumores sdlidos en las
ACT. En referencia a la clinica de los pacientes que reciben ACT, sigue siendo practico
utilizar un régimen de linfodeplecién no mieloablativo, como se ha demostrado en varios
estudios en pacientes con tumores solidos (Kirtane et al, 2021; Zhao et al, 2022). Las
principales razones por las cuales se utliza un régimen de linfodeplecién son: (1)
eliminacion de células inmunes supresoras, como linfocitos T CD4* reguladores (Tregs) o
células mieloides supresoras (MDSCSs); (2) eliminacion de la competicion homeostética de
citoquinas con otras células inmunes; (3) eliminacion de células inmunes enddgenas,
generando un nicho tumoral apto para la llegada de las células transferidas (Antony et al,
2005; Gattinoni et al, 2005). Sin embargo, el impacto que puede tener sobre la efectividad

de la ACT no se ha dilucidado por completo.

En esta tesis se determind que un régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida
(Cy) elimina a los linfocitos T CD8* endbdgenos, tanto en el tumor como en el nddulo
drenante de tumor (dLN). Esta eliminacion es debido a que la ciclofosfamida impide la
replicacion celular a través de la alquilacion del ADN (Dudley et al, 2005). Ademas, los
linfocitos T CD8* infiltrantes de tumor se han caracterizado muy bien en modelos murinos
de tumores solidos y en neoplasias humanas. Estos adquieren un programa de
diferenciacion disfuncional, denominados linfocitos T CD8* exhaustos (Tex), debido a la
estimulacion crénica del TCR, lo cual desencadena un aumento en la expresion de
receptores inhibitorios (principalmente PD-1 y TIM-3) (Khan et al, 2019). Dentro de los
linfocitos Tex, las células que expresan el factor de transcripciéon TCF-1 representan una
subpoblacién progenitora exhausta (Tpex) que tiene un alto potencial proliferativo, y son
sumamente importantes para mantener el repertorio de linfocitos Tex méas diferenciados
que carecen de TCF-1 y expresan altos niveles de PD-1 junto con moléculas citotoxicas

como granzima B (Tai) (Miller et al, 2019). En el modelo de melanoma murino B16F10-
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OTI se encontr6 ambas subpoblaciones de linfocitos Tex en el tumor, en el cual los
linfocitos Tpex (CD8* PD-1* GzmB") expresan el factor de transcripcion TCF-1 (dato no
mostrado). En contraparte, los linfocitos Tgis (CD8" PD-1" GzmB*) pierden la expresion de
TCF-1 y aumentan la expresion de GzmB, sugiriendo fuertemente que esta poblacién

ejerce un efecto citotdxico contra las células tumorales.

A pesar de estos antecedentes, durante los primeros dias después del régimen de
linfodeplecién con Cy (4 dias después de la ultima dosis de Cy) los linfocitos T CD8*
endogenos intratumorales son eliminados por completo, incluyendo todas las
subpoblaciones de linfocitos Tex. Debido a que esta es una de las principales razones por
la cual se realiza el régimen de linfodeplecion, las células de la ACT se transfunden en los
pacientes durante esta ventana terapéutica. Afadido a esto, se analiz6 los linfocitos T
CD8* endbgenos intratumorales en un largo periodo de tiempo (27 dias después de la
tltima dosis de Cy) con el objetivo de evaluar su recuperacién en el nicho tumoral y su
capacidad de adquirir un perfil Tpex ¥ Tai. LOS linfocitos T CD8" enddgenos son capaces
de infiltrar nuevamente en el tumor, sin embargo, de forma inesperada, estos no son
capaces de adquirir un perfil Tpex 0 Taifr, SUgiriendo que estos no son capaces de ejercer su
funcion citotéxica. Probablemente, estas células que se recuperan en el tumor
corresponden a linfocitos T CD8* de memoria, ya que después de un régimen de
linfodeplecién, en consecuencia, ocurre una transformacion de linfocitos T virgenes a
linfocitos T de memoria (Tchao & Turka, 2012). Esta observacion podria presentarse
como un problema frente a nuevas mutaciones tumorales o a una recidiva tumoral, debido
a gue las ACT principalmente se limitan a un antigeno tumoral y el repertorio endégeno,
los cuales pueden contener otros clones de TCR que reconozcan epitopos tumorales, no
tienen la capacidad de diferenciarse a CTLs y eliminar células tumorales (Rohaan et al,
2019). Reforzando esta idea, estudios en tumores humanos de rifién sugieren que las
respuestas efectivas de los pacientes dependen de la habilidad de los linfocitos
progenitores PD-1" TCF-1* de estar en contacto cercano con células presentadoras de
antigenos (APCs), como células dendriticas, lo que conlleva a una acumulacion
intratumoral de linfocitos Tqix Y @ una mejor sobrevida (Jansen et al, 2019). En tumores
humanos de cancer de pulmon, se ha descrito que linfocitos T CD8* que tienen un perfil
Tair SON altamente citotdxicos y se correlaciona con una mejor sobrevida y mejores

respuestas de linfocitos T CD8* citotoxicos (Clarke et al, 2019). Por lo tanto, la
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subpoblacién de linfocitos Tt €S critica para ejercer una funcion citotoxica, mientras que
la subpoblacion progenitora Tpex €S importante para una proteccion a largo plazo en

tumores, y ambas son suprimidas con el régimen de linfodeplecion con Cy.

Por otro lado, en este trabajo de investigacion se encontr6 que el régimen de
linfodeplecién con Cy elimina a las cDC1, tanto en el tumor como en el dLN. Al igual que
los linfocitos T CD8* enddgenos, estas células son eliminadas debido a que la
ciclofosfamida impide la replicacion celular. Algunos estudios sugieren que el régimen de
linfodeplecién puede aumentar la activacion de APCs, las cuales juegan un rol importante
en regular a las células transferidas (Salem & Cole, 2010). Sin embargo, estos estudios
no han considerado determinar los efectos del régimen de linfodepleciéon en un periodo
mas largo de tiempo. Al analizar las cDC1 tanto en el tumor como el dLN en un largo
periodo de tiempo (27 dias después de la ultima dosis de Cy) se encontré6 que esta
poblacion celular no es capaz de recuperarse después de un régimen de linfodeplecién, lo
cual sugiere que ante una respuesta suboptima a la ACT o una recidiva tumoral no se
podran presentar antigenos derivados de tumor a linfocitos T CD8* enddgenos, es decir,
no se podrd realizar presentacion cruzada. Ademas, se ha demostrado que las cDC1 son
importantes para mantener un reservorio de linfocitos Tpex especificos contra antigenos
tumorales en los dLN, los cuales pueden migrar al tumor y diferenciarse a linfocitos T,
los cuales se caracterizan por ejercer una actividad citotoxica y eliminar a las células
tumorales (Schenkel et al, 2021). Este hallazgo enfatiza ain mas la importancia de las
células enddgenas en la respuesta inmune antitumoral, la cual es anulada por el régimen

de linfodeplecion con Cy.

En referencia a las células transferidas de la ACT, se ha reportado previamente
que el régimen de linfodeplecion con Cy permite una mejor infiltracion o “engraftment” de
los linfocitos transferidos en el nicho tumoral, sin embargo, no se ha estudiado en
profundidad como la Cy podria afectar a las células transferidas. En el modelo murino
B16F10-OTI los linfocitos OTI transferidos previamente activados in vitro se encuentran
en distintos compartimentos, como en la sangre, en el dLN y en el tumor, pero estos
pueden ejercer su accidn citotoxica solo cuando reconocen el antigeno presentado por las

células tumorales. Interesantemente, a pesar de que en la sangre periférica los linfocitos
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OTI representen una poblacibn muy acotada (aproximadamente el 1% de todas las
células CD45%), el régimen de linfodeplecién con Cy induce una expansién notable de los
linfocitos transferidos, aumentando aproximadamente en 3 veces en comparacion con el
grupo no linfodepletado, indicando que probablemente estos linfocitos OTI tienen mayor
disponibilidad de citoquinas homeostéaticas, permitiendo asi su proliferacion. Ademas,
cabe destacar que como los linfocitos OTI fueron previamente activados in vitro, estos
presentan en su mayoria un fenotipo de memoria efectora (Tem), l0S cuales expresan
receptores que les permiten ingresar a tejidos no linfoides, como el tumor (Sallusto et al,
1999). Por lo tanto, este incremento observado de los linfocitos OTI en sangre periférica
en ratones linfodepletados podria reflejar un aumento en la infiltracion intratumoral de las

células transferidas.

Con esta UGltima idea en mente, se analizé la infiltracion de los linfocitos
transferidos y los linfocitos T CD8* enddgenos en el tumor, con el objetivo de evaluar
como un régimen de linfodeplecién con Cy puede modular la infiltracion de estas
poblaciones celulares. En comparacién a lo observado en sangre periférica, los linfocitos
OTI transferidos representan un mayor porcentaje dentro de las células hematopoyéticas
(alrededor del 4% de todas las células CD45"), indicando que estos pueden infiltrar en el
tumor. Sorprendentemente, los linfocitos T CD8* enddgenos incrementan su infiltracion
intratumoral con la ACT, posiblemente a través de un mecanismo dependiente del factor
de necrosis tumoral a (TNF-a) y de la presentacién de antigenos por parte de las cDC1
(Figueroa et al, 2024). Ademas, de forma similar que en la sangre periférica, los linfocitos
OTI transferidos en ratones tratados con Cy incrementan su infiltracién intratumoral en al
menos 3 veces en comparacion con ratones no linfodepletados, indicando que el régimen
de linfodeplecién con Cy induce la expansion de las células transferidas en el tumor. A
pesar de que un incremento de los linfocitos OTI en el tumor puede ser favorable para la
efectividad de la ACT, la eliminacion de las células inmunes enddgenas inducido por el
régimen de linfodeplecién con Cy podria afectar a la proteccién inmune a largo plazo. Esto
es debido a que en los ratones linfodepletados solamente existe la participacion de los
linfocitos OTI en la eliminacion de las células tumorales, y estos carecen de un perfil Tpex,

predomina un perfil Tqi y son eliminados rapidamente (Beltra et al, 2020).
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Una primera aproximacion para evaluar la eficacia de la ACT reside en utilizar
modelos preclinicos, los cuales se utilizan ampliamente y permiten explorar la efectividad
de una terapia a corto plazo (crecimiento tumoral) o a largo plazo (sobrevida). En esta
tesis se desarroll6 un modelo murino de ACT que desencadena una regresion tumoral
completa en los individuos tratados, o, en otras palabras, un modelo eficaz de ACT. Esto
nos permite comparar con otros modelos de ACT los cuales pueden ser beneficiosos o
perjudiciales, como una ACT subdptima y/o un régimen de linfodeplecién previo a la ACT.
Interesantemente, el régimen de linfodeplecién con Cy no afecta mayormente una ACT
eficaz, en cambio, esta puede mejorar una terapia subdptima, lo cual refleja lo reportado
previamente en pacientes que reciben ACT junto con un régimen de linfodeplecion no
mieloablativo (Kirtane et al, 2021). Segun los resultados obtenidos previamente, se
sugiere que el régimen de linfodeplecion con Cy mejora la eficacia en una terapia
subOptima porque esta induce un incremento en la infiltracion de las células OTI

transferidas, permitiendo asi la eliminacién completa del tumor.

Una estrategia experimental que se puede utilizar para evaluar la proteccion
inmune frente a una recidiva tumoral o a una pérdida de antigeno diana es realizar un
nuevo desafio tumoral, pero con las células tumorales parentales en el flanco contrario,
las cuales carecen del antigeno diana de la ACT. Impresionantemente, una ACT eficaz
produce una proteccién completa frente a un nuevo desafio tumoral, indicando que la ACT
induce una respuesta inmune que es especifica contra otros antigenos tumorales. A pesar
de que en esta tesis no se explord el origen de esta respuesta inmune especifica, se ha
sugerido fuertemente que las células que median la eliminacién de las células tumorales
son linfocitos T CD8* enddgenos especificos contra otros antigenos tumorales, los cuales
son generados a través de un proceso denominado propagacion de epitopos (del inglés
“antigen-spreading”) (Menares et al, 2019; Walsh et al, 2019). Debido a este supuesto, se
evalud si la ACT es capaz de generar esta proteccidbn inmune en ratones previamente
linfodepletados. Desafortunadamente, el régimen de linfodeplecién con Cy perjudica la
proteccion inmune frente al nuevo desafio tumoral con las células parentales
independiente si es una ACT eficaz o una ACT subdptima, sugiriendo que frente a una
recidiva tumoral o a una pérdida de antigeno diana las células cancerosas seran capaces

de formar un nuevo tumor.
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En la literatura se ha descrito ampliamente el rol que comprenden las células
inmunes endogenas en la efectividad de las ACT y, ademds, su importancia en la
proteccién antitumoral a largo plazo (Uno et al, 2006; Walsh et al, 2019; Schenkel et al,
2021). Por esta razon, algunos estudios se han enfocado en estimular el compartimento
inmune endogeno, como el uso de virus oncoliticos, los cuales pueden mejorar la
infiltracion de tanto las células inmunes transferidas como las células inmunes endégenas.
Esto permite transformar un “tumor helado” (del inglés “cold tumor”), caracterizado por
una baja infiltracion de células inmunes, a un “tumor caliente” (del inglés “hot tumor”), el
cual contiene una mayor infiltracion de células inmunes (Watanabe et al, 2018). Por otro
lado, la estimulacion de células dendriticas a través de moléculas activadoras, como el
factor de crecimiento FLT3L, no solo incrementa la proliferaciéon de células dendriticas
convencionales de tipo 1 (cDC1l) intratumorales, sino que también permite el
reclutamiento de linfocitos T CD8" enddgenos especificos contra otros antigenos
tumorales a través de un proceso de propagacion de epitopos (Lai et al, 2020),
recalcando aun mas la importancia del compartimento endégeno en la efectividad de la
ACT. Estas son solamente algunas de varias estrategias que se han postulado para
mejorar la efectividad de la ACT en pacientes con tumores solidos, las cuales podrian
reemplazar o servir de adyuvante al régimen de linfodeplecion no mieloablativo que se ha
utilizado durante décadas sin mucho éxito en estos pacientes. Las inmunoterapias contra
el cancer, como la ACT, es un area del conocimiento que tiene aun muchos desafios por

superar.
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9. Conclusiones

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que:

1. El régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida elimina prolongadamente a los
linfocitos T CD8* enddgenos y células dendriticas convencionales de tipo 1, tanto

en el tumor como en el nédulo linfatico drenante de tumor.

2. El régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida perjudica la diferenciacion de los
linfocitos T CD8* enddgenos hacia un perfil progenitor exhausto (Tpex) VY

terminalmente diferenciado (T it).

3. En un contexto de terapia celular adoptiva, el régimen de linfodeplecién con
ciclofosfamida elimina a los linfocitos T CD8* enddgenos e induce la expansion de

los linfocitos transferidos, tanto en la sangre periférica como en el tumor.

4. El régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida mejora la eficacia de una terapia

celular adoptiva suboptima.

5. El régimen de linfodeplecién con ciclofosfamida perjudica la proteccién inmune a

largo plazo inducida por la terapia celular adoptiva.
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