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RESUMEN

Los linfomas no Hodgkin (LNH) constituyen un grupo heterogéneo de
neoplasias linfoides, en los cuales a pesar de los recientes avances para su tratamiento,
los resultados clinicos y las tasas de curacidn obtenidas contindan siendo
insatisfactorias. La busqueda de mejores abordajes terapéuticos en las enfermedades
onco-hematoldgicas junto al mejor conocimiento del sistema inmunitario, hace que se
considere a la inmunoterapia como una modalidad terapéutica complementaria a los
tratamientos habitualmente utilizados. En este sentido, nuestro trabajo apunté al
desarrollo de inmunoterapias para LNH que fueron estudiadas a nivel pre-clinico en un
modelo de EMR.

El éxito obtenido con terapias en estudios pre-clinicos pocas veces se traduce a
ensayos clinicos, ya que los animales presentan alta carga tumoral, mientras que los
pacientes se encuentran en condiciones muy distintas, por lo general con quimioterapia
como primera linea de tratamiento. Por este motivo, planteamos que el desarrollo de
un modelo de enfermedad minima residual (EMR) que se acerque mas al contexto
clinico, seria una herramienta sumamente valiosa donde investigar nuevas
inmunoterapias.

Para la puesta a punto del modelo se inocularon ratones BALB/c con la linea de
linfoma A20 y luego que los animales desarrollaron tumor se estudiaron distintas dosis
de quimioterapia. El establecimiento del modelo de EMR se logré utilizando dos ciclos
de quimioterapia tipo CHOP, que induce remisién completa por aproximadamente 20
dias. En particular se evalud el crecimiento tumoral y sobrevida de los ratones, asi como
los efectos secundarios que tiene el tratamiento quimioterdpico. La remisién completa
se monitorizd in vivo, implementando la técnica de imagenologia molecular tomografia
por emisidon de positrones (PET), utilizada para el diagndstico clinico de la enfermedad.
Los resultados se correlacionaron con los de la histologia que es la técnica “gold
standard” empleada en los pacientes. Ademas se evalud el estado inmunoldgico de los
animales, corroborando que son inmunocompetentes, caracteristica esencial a la hora

de evaluar inmunoterapias.



Las terapias desarrolladas en el presente trabajo incluyeron tanto
inmunoterapias especificas (vacuna a células enteras) como inespecificas (Salmonella).
Debido a que las células B pueden actuar como células presentadoras de antigenos
(APCs), la estrategia utilizada se basé en una vacuna formulada con células tumorales
modificadas para que expresen de forma estable la citoquina IL-15, infectadas con
Salmonella para aumentar la expresion de moléculas co-estimuladoras y MHC Il y
mejorar asi su capacidad de células presentadoras, e irradiadas para eliminar la
tumorigenicidad celular. Trabajos previos en nuestro laboratorio reportaron el beneficio
terapéutico de administrar una vacuna formulada con células modificadas por la
infeccidn con Salmonella en combinacion con IL-2, en el modelo de linfoma A20 de alta
carga tumoral. Sin embargo, a pesar del efecto antitumoral observado todos los ratones
murieron. Planteamos utilizar IL-15 en nuestra vacuna ya que por sus caracteristicas es
considerada mejor candidata para ser utilizada en terapias contra cancer que la IL-2.
Evaluamos el uso de esta inmunoterapia especifica en el modelo de EMR, demostrando
que genera una potente respuesta antitumoral, que se traduce en una extensién
significativa de la sobrevida de los animales.

Las bacterias son los agentes inmunoestimuladores mas potentes jamas
conocidos. Salmonella demostrd ser muy eficaz como agente antitumoral en muchos
modelos de canceres, tanto sélidos como hematoldgicos. En particular nuestro grupo de
trabajo previamente reportd la respuesta inmune antitumoral generada por la
administracién de Salmonella en un modelo de LNH *. Sin embargo, los animales
presentaban alta carga tumoral, y como comentamos anteriormente, los pacientes
suelen estar en condiciones muy distintas. En el presente trabajo demostramos que
Salmonella puede utilizarse como terapia adyuvante efectiva en animales que han sido
tratados con CHOP. Mas aun, observamos que la administracion de la bacteria mejora
en gran medida la condicién general de los animales bajo tratamiento quimioterapico.

En conclusién, hemos generado inmunoterapias efectivas para el tratamiento de
LHN, evaluadas en un modelo pre-clinico que se asemeja al contexto en el que se
encuentran los pacientes en la clinica. Estas inmunoterapias tendrian gran probabilidad

de ser testeadas en ensayos clinicos fase I.
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CAPITULO |

INTRODUCCION



1 LINFOMAS NO HODGKIN

1.1 Definicion

Los Linfomas no Hodgkin (LNH) constituyen un grupo de neoplasias linfoides
heterogéneo, que difieren en su histologia, evolucién y respuesta a tratamientos,
pudiendo ir desde los mas indolentes (por ejemplo, linfoma folicular (LF)), hasta los
altamente agresivos (por ejemplo, linfoma linfoblastico y linfoma de Burkitt)
Usualmente se originan en la expansién clonal de las células del sistema inmunitario
tanto en drganos linfoides primarios (médula ésea y timo), como en secundarios
(ganglios linfaticos, bazo, amigdalas y tejido linfoide asociado), por lo que podria
producirse casi en cualquier érgano (Fig. 1). La sintomatologia para LNH en adultos
incluye aumento del tamafio de los ganglios linfaticos, esplenomegalia, fiebre,

sudoracién nocturna, pérdida de peso, fatiga y anemia *
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Figura 1. Origen del LNH. A. Anatomia del sistema linfatico. Se muestran los vasos y érganos linfaticos, incluyendo
los ganglios linfaticos, amigdalas, timo, bazo y médula ésea. Imagen modificada de SEER cancer statistics review,
National Cancer Institute, https://www.cancer.gov/types/lymphoma, fecha de acceso: Diciembre 2016. B. EI LNH se
origina en la expansion clonal de células del sistema inmune, la figura muestra algunos tipos de neoplasias de células
ByT.



1.2 Epidemiologia

En los paises desarrollados, los LNH son una de las enfermedades onco-
hematoldgicas mas frecuentes tanto en hombres como en mujeres *. Segun Cancer
Research UK, en 2012 se estimd un total de 386.000 casos de LNH a nivel mundial,
incluyendo todos los subtipos ®_ La incidencia del LNH ha cambiado sustancialmente en
las ultimas cuatro décadas. Entre los afios 1970 y 1990, observamos que la incidencia
se duplicd, probablemente debido al mejoramiento de las pruebas diagndstico, la
mayor incidencia de la infeccién por VIH y el incremento en el uso de terapias
inmunosupresoras, mientras que entre 1995 y 2010 la incidencia del LNH se estabilizé
(Fig. 2A) *. Basandose en datos recaudados en el periodo 2009-2013, el programa
Surveillance, Epidemiology, and End-Results (SEER) del Instituto Nacional de Cancer de
los Estados Unidos, calculd que el nimero de nuevos casos de LNH por ano fue de
19,5/100.000 habitantes tomando en conjunto hombres y mujeres. En particular, la
incidencia global es mayor en hombres (23,7/100.000) que en mujeres (16,1/100.000),
este incremento en el riesgo de padecer la enfermedad en hombres también se ha
visto en otros paises >® Cancer Research UK proyecta que la tasa de incidencia de LNH
caerd un 2% en UK en el periodo 2014-2035 (Fig. 2B). La incidencia del LNH aumenta
exponencialmente con la edad, 9,3/100.000 personas por debajo de los 65 afios, y
91,5/100.000 personas por encima de los 65 afios de edad (Fig. 3). En UK el LNH esta
en el puesto n° 6 de los canceres mas comunes y en Estados Unidos en el n°7 3

La distribucién geografica mundial es desigual, siendo la enfermedad poco
frecuente en japoneses y afroamericanos. En la Fig. 4 se observa la prevalencia
mundial para ambos sexos ’. Esta heterogeneidad sugiere que existen factores que
influyen en la etiologia de la enfermedad como son agentes infecciosos, medio

4689 En particular, Uruguay se situa

ambiente, estilos de vida, y factores genéticos
entre los paises con mayor prevalencia junto con Europa y Estados Unidos. Segun la
Comisiéon Honoraria de Lucha contra el Cancer, tomando en cuenta el periodo 2007-
2011, la incidencia de LNH fue de aproximadamente 8/100.000 habitantes por afio,
con una mediana de edad de 65 afios °. Al igual que en los registros internacionales,

los tipos de LNH mas frecuentes son los LNH a células B y dentro de éstos, el linfoma

difuso a grandes células B (LDGCB) y LF.
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Figura 2. Cambios de la incidencia de LNH a través del tiempo. A. Cantidad de nuevos casos de LNH y muertes por
la enfermedad cada 100.000 habitantes, registrados desde el afio 1975. No se observan cambios significativos en las
tasas de aparicién de nuevos casos en los ultimos 10 afios. Por su parte, las tasas de mortalidad han caido un
promedio 2,4% cada afo durante el periodo 2004-2013. Imagen modificada de SEER cancer statistics review,
National Cancer Institute, https://seer.cancer.gov/statfacts/html/nhl.htm, fecha de acceso: Diciembre 2016. B.
Tasas de incidencia estandarizada por edad (ASR, del inglés) observadas (linea continua) y proyectadas (linea
punteada), para mujeres, hombres y personas en general. Se proyecta una caida del 2% de las tasas de incidencia de
LNH en el periodo 2014-2035. Imagen modificada de Cancer Research UK,
http://www.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-statistics/statistics-by-cancer-type/non-hodgkin-
lymphoma/incidencettref-4, fecha de acceso: Diciembre 2016.
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Figura 4. Prevalencia mundial anual de LNH, expresada cada 100.000 habitantes (Gobocan 2012).



De acuerdo al el programa SEER y Cancer Research UK, con los tratamientos
modernos, la tasa de supervivencia global a 5 afios para todas las edades, subtipos y
estadios es de aproximadamente 70 % y para 10 afios de 60 % (Fig. 5) *“*%. En Uruguay
en el periodo 2006-2009 la mortalidad global en todos los tipos de LNH fue de
6,5/100.000 habitantes por afio (www.shu.com.uy). El estadio de la enfermedad asi
como el subtipo de LNH, la cantidad de enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
encontrada en sangre, mutaciones particulares en ciertos genes, estado de salud
general del paciente, edad, y momento de diagnosis de la enfermedad (diagndstico

primario o recaida), son factores prondstico del LNH >4,

Figura 5. Sobrevida de los pacientes
® Hombres ® Mujeres luego de diagnosticado el LNH. En la
grafica se observa la sobrevida de
90 hombres y mujeres cuyo diagndstico de
80 . LNH se realizé entre los afios 2010-2011.
70 L] 8 . s . La sobrevida a 5 afios es de 70 %, luego
’ ‘ o de este tiempo se observa que la misma
comienza a disminuir. Imagen
modificada de Cancer Research UK,
http://www.cancerresearchuk.org/healt
h-professional/cancer-
20 statistics/statistics-by-cancer-type/non-
10 hodgkin-lymphoma/survival#heading-
Zero, fecha de acceso: Diciembre 2016.
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1.3 Sistema de clasificacion de LNH

El diagndstico preciso del tipo de LNH es fundamental para realizar un
tratamiento adecuado de la enfermedad. Histéricamente se utilizaron diversos
sistemas de clasificacion de LNH que han ido evolucionando basado en la
incorporaciéon de nuevas herramientas diagndsticas (inmunofenotipo, citogenética
convencional y molecular, biologia molecular, entre otros). Actualmente se utiliza el
sistema de clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Este sistema fue
introducido por primera vez en el afio 2001 y su ultima actualizacion se realizd en 2016
1> a clasificacién en este caso estd basada en la morfologia celular, inmunofenotipo,

genética y caracteristicas clinicas ' Divide a los linfomas en grupos: neoplasmas de



células B, neoplasmas de células T y NK, neoplasias de histiocitos y células dendriticas,
sindromes linfoproliferativos asociados a trasplante y Linfomas de Hodgkin (LH).
Dentro de las neoplasias de células B y T el sistema de clasificacion de la OMS distingue
entre neoplasias precursoras y maduras, que corresponden a estadios de
diferenciacién tempranos y tardios, respectivamente **. A nivel mundial se estima que
los linfomas de células B representan aproximadamente un 90 % del total de linfomas,
siendo los mas comunes el LDGCB y el LF, los mismos representan un 35 % y 20 %

15,17

aproximadamente del total de linfomas . En el Apéndice se muestra el sistema de

clasificacion de la OMS 2016.

1.4 Tratamiento de LNH

Paralelo al desarrollo de los conocimientos sobre la biologia de los LNH, el
tratamiento de los mismos, ha experimentado un cambio espectacular en las ultimas
décadas. Tradicionalmente, el tratamiento de los LNH consistia en quimioterapia
citotdxica y radioterapia, con la cual se obtenia buenas tasas de remisién, aunque
insatisfactorias, con sobrevida libre de enfermedad corta, dado que la mayoria de los
pacientes recaian al poco tiempo. En las ultimas décadas se han desarrollado nuevas
terapias, dentro de las cuales destacamos el uso anticuerpos monoclonales. La
estrategia terapéutica global de los LNH dependera de varios factores como el subtipo
histolégico, la edad del paciente, la extensidn de la enfermedad, y el lugar anatémico
de presentacién. Actualmente las terapias disponibles incluyen radioterapia,
guimioterapia, inmunoterapia, terapias dirigidas con anticuerpos monoclonales,
drogas inmunomoduladoras, radioinmunoterapia, y transplante de progenitores
hematopoyéticos 18-28

La quimioterapia utiliza drogas que actlan sobre las células en activa
proliferacion, produciendo dafios a nivel del ciclo celular de modo que las células no
pueden completar su division y mueren. Debido a la rapida multiplicacion de las células
tumorales, éstas tienen mayor probabilidad de ser dafiadas por las drogas, siendo este
el efecto antitumoral. Dado que el LNH es considerado una enfermedad sistémica
desde su inicio, se elige la administracion de las drogas por via sistémica. Actualmente,

para el tratamiento de los LNH se utilizan numerosas drogas citostaticas como son



agentes alquilantes, antimetabolitos, alcaloides de |a vinca, antraciclinas, entre otros !
En general, los tratamientos quimioterdpicos se utilizan en forma de poliquimioterapia,
adiciondndose también farmacos de tipo esteroides ya que son altamente linfoliticos.
Los regimenes de poliquimioterapia son disefiados en funcién de la actividad
antitumoral de los farmacos, procurando un efecto sinérgico, sin sumar toxicidades. El
problema con este tipo de tratamientos es que las drogas ademds de ejercer su
actividad citotdxica sobre las células tumorales, afectan tejidos normales,
especialmente aquellos con una alta tasa de proliferacidon como son el epitelio
digestivo y médula dsea. Por tal motivo, existe un gran interés en el desarrollo de
farmacos dirigidos a diferentes blancos terapéuticos como forma de evitar los efectos
adversos de la quimioterapia y lograr una mayor efectividad terapéutica.

En los ultimos afios, con la introduccién del anticuerpo monoclonal anti-CD20
(rituximab), se logré una mejoria franca en las tasas de repuesta a tratamientos. Los
mejores resultados alcanzados hasta la fecha se han logrado utilizando la combinacién

de regimenes de quimioterapia junto con rituximab 2930

. El tratamiento de primera
linea para los subtipos mas frecuentes de LNH es el plan de poliquimioterapia tipo
CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) que incluye la
combinacidon de agentes citostaticos con diferentes mecanismos de accién sobre la

célula tumoral junto con corticoides 3

. La ciclofosfamida es un agente alquilante y
como tal, tiene afinidad por el ADN y las proteinas, a los que adiciona radicales
altamente reactivos. Asi produce enlaces entre cadenas de ADN, entre otras
transformaciones, impidiendo su replicacion y trascripcion. La doxorrubicina pertenece
al grupo de antibidticos citostaticos, en particular a las antraciclinas, las cuales se
intercalan en el ADN, inhiben topoisomerasas y alteran la membrana celular. La
vincristina es un alcaloide de la vinca que inhibe la mitosis porque se une a la tubulina
impidiendo la formacidn de microtubulos ' En los LNH a células B (LNH-B) se le
incorpora a esta combinacion de farmacos rituximab (R-CHOP), que mejora

notoriamente la tasa de respuestas 2932734

. Sin embargo, a pesar de las diversas
terapias disponibles para el tratamiento, los resultados clinicos y las tasas de curacién
obtenidas para todos los tipos de LNH contindan siendo insatisfactorios, por lo que es

necesario desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.



1.4.1 Nuevos tratamientos

En los ultimos anos, el avance en el conocimiento de la biologia y patogenia de
los LNH, y cdmo el sistema inmune interactia con las células linfomatosas ha dado
lugar al desarrollo de nuevas drogas que utilizan como blanco terapéutico moléculas
involucradas en las vias de sefializacion intracelular, las cuales en muchos casos estan
alteradas en linfoma. En Mondello et al., 2015 y Smith et al., 2015 se revisan la
mayoria de las drogas actualmente en uso y en desarrollo para LNH 213 En la Tabla 1
se resumen estos farmacos, a excepcién de los anticuerpos monoclonales de los cuales

se hablara en la Seccién: Inmunoterapias.

En la actualidad las aproximaciones terapeuticas con mayor potencial son
aquellas que combinan terapias convencionales como son quimioterapia vy
ratdioterapia con aquellas cuyo blanco incluyen elementos que forman parte del

sistema immune >°.

Tabla 1. Nuevas drogas desarrolladas para el tratamiento LNH.

Grupo de Drogas Agentes Comentario

-Inhibidor BTK: ibrutinib
Se ha demostrado que las sefiales del
-Inhibidores PI3K: idelalisib, duvelisib, | receptor de células B (BCR) son necesarias
copanlisib para la proliferacion y sobrevida de las
células B linfomatosas *. La desregulacion
. -Inhibidores de SYK: fostamatinib, | de alguna de estas proteinas estd
Inhibidores de BCR . o . .,
entospletinib implicada en la proliferacion celular y
.4 27
progresion tumoral “°. El desarrollo de
-Inhibidores de mTOR: sirolimus, | inhibidores de proteinas de la via de
temsirolimus, everolimus, deforolimus sefializacion de BCR ha mostrado potencial
terapéutico en los LNH 21,23,27,38
-Inhibidores de AKT: perifosin

El proteosoma es un complejo proteico
multicatalitico responsable de la
degradacion de la mayoria de las proteinas
intracelulares de forma especifica,
incluyendo proteinas cruciales para la
. 39-42 regulacion del ciclo celular y la apoptosis
. Bortezomib m
Inhibidores del

proteosoma

. Asimismo, es fundamental para la
homeostasis celular por su funcion en la

Carfilzomib * o, |
degradacion de proteinas mutadas, o mal

plegadas que no son funcionales 4245
Ademas, existen estudios que indican que
en varios tumores humanos hay mayor
expresion de proteinas relacionadas con el

proteosoma, por lo que estas células




Continuacion Tabla 1.

tumorales serian mas sensibles a drogas

L 45,46
inhibidoras del proteosoma .

Drogas
inmunomoduladoras

Talidomida **
Lenalidomida *’

Pomalidomida *

Su mecanismo de accidn no se conoce con
exactitud. Se ha descrito que estas drogas
tienen efectos pleiotropicos sobre las
células tumorales, incluyendo la
disminucién de IL-6, VEGF y TNFa 2%,

Drogas modificadoras del
epigenoma

-Inhibidores de DNA metiltransferasas
(DNMTi): azacitidina y la decitabina,

49-51
tazemetostat

-Inhibidores de histona desacetilasas
(HDACI): vorinostat, romidepsin,
belinostat y panobinostat 32754

Dentro de los mecanismos epigenéticos
que remodelan la cromatina, se incluye la
metilacion 'y acetilacion del ADN,
modificaciones postraduccionales de las
histonas y ARN no codificantes. Estos
mecanismos son de gran importancia en la
regulacion de la expresion génica y el
mantenimiento de fenotipos normales %0,
Los cambios epigenéticos son reversibles,
por lo que el desarrollo de farmacos que
promuevan el equilibrio epigenético son

. e 55
potenciales drogas terapéuticas *°.

Agentes pro-apoptoéticos

Obatoclax: se une a proteinas
antiapoptdticas de la familia BCL-2

induciendo la apoptosis 6

Navitoclax: se une a las proteinas BCL-
2, BCL-XLy BCL-W *

Venetoclax (ABT-199): inhibidor
selectivo de BCL-2 3

Oligonucleétidos anti-sentido (ASO):

. 58
oblimersen

En numerosas neoplasias linfoides
miembros de la familia BCL-2 estan

59,60 or
. Dentro de la familia

sobreexpresados
de proteinas BCL-2 se incluyen factores
pro-apoptéticos (Bax, Bak y proteinas con
dominio solo BH3) y antiapoptéticos (BCL-
2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 and Al). La
interaccidn entre estas proteinas son
esenciales para prevenir o iniciar la
apoptosis %8 Utilizar estas proteinas como
blanco podria ser una estrategia atractiva

. . 56,60
para el tratamiento del cancer .

2 INMUNIDAD ANTITUMORAL

2.1 Definicion

La inmunidad antitumoral se define como el conjunto de mecanismos del

sistema inmune, cuya activacion es desencadenada por la presencia de tumor. Se basa

en la premisa de que existen antigenos tumorales que pueden ser reconocidos por el

. . , o 1
sistema inmune y pueden generar una repuesta contra las células neopldsicas °*.




2.2 Resena historica

La nocidon de que el sistema inmune puede proteger al huésped de
enfermedades neoplasicas fue inicialmente propuesta por Paul Ehrlich a comienzos del
siglo XX, y formalmente planteada como la teoria de inmunovigilancia por Burnet y

Thomas en los afios 70 %%,

La inmunovigilancia se define como el proceso de
monitoreo por parte del sistema inmune que detecta y destruye células neoplasicas. El
sistema inmune actuaria como centinela reconociendo y eliminando dichas células sin
dejar una secuela patoldgica % Esta hipdtesis se ha visto apoyada por multiples

evidencias tanto en modelos animales como en humanos ¢

. Se observd que existe
una estrecha relacién entre la aparicion y desarrollo de cdnceres y el estado funcional
del sistema inmune °.

Desde hace mas de una década la investigacion intensa en el drea de la
inmunidad tumoral revelé que la inmunovigilancia es sélo una parte de la historia y
llevé a perfeccionar y ampliar el concepto en lo que se conoce como “inmunoedicidon

7 66,69-71
del cancer” ™

. Este proceso dindamico, donde el sistema inmune no sélo protege
contra el desarrollo del cdncer, sino que también puede moldear el tumor a través de
la seleccidn de variantes tumorales con inmunogenicidad reducida, esta compuesto
por tres fases: Eliminacion, Equilibrio y Escape (Fig. 6) *.

La etapa de Eliminacion, hace referencia al concepto original de
inmunovigilancia tumoral, donde se logra la erradicacidén de las células tumorales. En
esta etapa tanto la inmunidad innata como adaptativa trabajan conjuntamente para
detectar y destruir las células tumorales. Las células normales se transforman en
células tumorales por carcindgenos, radiacion, y fallos en mecanismos supresores de
tumor (por ejemplo, p53, ATM). El inicio de la respuesta inmune antitumoral se
produce como consecuencia de la presencia de patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs) debido al dafio en tejidos circundantes al tumor y por la deteccién de
moléculas inducidas por estrés en las células tumorales (calreticulina, antigenos
tumorales presentados en moléculas de MHC | y/o ligandos NKG2D) por parte de
células CD8" y NK. Estas sefiales reclutan células del sistema inmune innato (NK, NKT,
células Ty, neutrdfilos, macrofagos y células dendriticas (DCs)) y adaptativo (linfocitos

T CD4" y CD8"). Las células NK y macréfagos infiltrantes de tumor producen IFN-y e IL-

10



12, que terminan por desencadenar la muerte de las células tumorales por apoptosis
via TRAIL, perforinas y especies reactivas del oxigeno. Por su parte, las DCs inmaduras
pueden captar los antigenos tumorales liberados por el efecto de las células del
sistema inmune innato, posteriormente activarse y migrar a ganglios adyacentes del
tumor donde pueden inducir la activacién de células T CD4" y CD8". Luego estas células
son reclutadas al sitio del tumor donde ejercen sus funciones efectoras antitumorales
72 Las DCs también pueden captar y presentar de forma cruzada antigenos tumorales a
células NKT (antigenos lipidicos y glucolipidicos presentadas a través de CD1d). Estas
células efectoras activadas liberan IFN-y que puede mediar los efectos antitumorales
inhibiendo la proliferacién de células tumorales y la angiogénesis. Las células T CD8"
pueden inducir la apoptosis de las células tumorales por interaccién con los receptores
Fas y TRAIL en las células tumorales, o por secrecidon de perforina y granzimas (Fig. 6)
69-71

En la etapa de Equilibrio, la permanente inmunovigilancia determina que las
células tumorales se vuelvan “resistentes” a los mecanismos efectores antitumorales

. . . . 70,71
puestos en marcha por el sistema inmunitario >

. Existe una presién inmunitaria
selectiva, que determina la aparicion de células tumorales con inmunogenicidad
reducida. Las células tumorales ponen en marcha mecanismos de evasidon de la
respuesta inmune antitumoral (Fig. 6) 973 Estas variantes celulares, menos
inmunogénicas, proliferan promoviendo el crecimiento tumoral. Los mecanismos
moleculares que subyacen esta etapa son poco conocidos debido a la dificultad de
desarrollar modelos en los cuales estudiar dicho proceso. Un escenario clinico que
puede ilustrar la fase de equilibrio en los seres humanos es la aparicién de tumores en
individuos trasplantados. Mackie y col. reportaron la aparicion de melanoma
metastdsico 1-2 afios después del trasplante en dos receptores de aloinjerto que
habian recibido cada uno un rifién del mismo donante. Después de un andlisis
posterior, se encontré que el donante habia sido tratado para melanoma primario 16
aflos antes de que sus rifiones fueran donados, pero se considerd libre de tumor al
momento de su muerte ’*. La etapa de equilibrio es probablemente la més larga de las
tres fases, abarcando en humanos periodos de varios anos o

Finalmente, en la etapa de Escape, las variantes tumorales evaden los

mecanismos efectores antitumorales del sistema inmunitario, proliferan y el tumor se
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hace clinicamente evidente

69,70

Dicho escape ocurre por distintos mecanismos,

incluyendo: disminuciéon del reconocimiento de las células tumorales por parte del

sistema inmune, aumento de la resistencia o supervivencia, o desarrollo de un

microambiente tumoral inmunosupresor (Fig. 6) 1 Los mecanismos gue subyacen esta

fase se detallaran mas adelante.
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Figura 6. Inmunoedicién del cancer. En la etapa de ELIMINACION tanto el sistema inmune innato como adaptativo

destruyen el tumor tempranamente antes

de que sean clinicamente visibles. Aqui la balanza esta volcada a

inmunidad antitumoral debido a un aumento en la expresidn de antigenos tumorales, MHC |, Fas y receptor TRAIL

en células tumorales y perforinas, granzimas,

IFN-a/B/y, IL-1, IL- 12, TNF-a en el microambiente tumoral. En la etapa

de EQUILIBRIO el sistema inmune mantiene al tumor en estado de latencia. En esta fase se mantiene un equilibrio
entre las citoquinas antitumorales (IL-12, IFN-y) y promotoras de tumor (IL-10, IL-23). Durante la fase de ESCAPE el
sistema inmune no logra limitar el crecimiento tumoral y el cancer se hace clinicamente evidente. Aqui la balanza
estd volcada hacia la progresidon tumoral debida a la presencia de factores inmunosupresores como IL-10, TGF-B,

VEGF, IDO y PD-L1. Imagen modificada de .
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2.3 Antigenos tumorales

El concepto de inmunoterapia antitumoral especifica se basa en que el sistema
inmune puede detectar diferencias entre células normales y neopldsicas. Los antigenos
tumorales pueden ser proteinas, péptidos o carbohidratos que el sistema inmune
reconoce como “extrafios”, desencadenando una respuesta inmunoldgica en el
huésped °’. La alta frecuencia de mutaciones de la célula tumoral y la desregulacién en
la expresidon génica da lugar a la produccion de proteinas que no se expresan
normalmente. Adicionalmente, los tumores causados por virus pueden expresar
proteinas virales y estos productos pueden ser reconocidos como extrafios por las
célulasBy T ”.

Clasicamente, los antigenos tumorales se clasificaban en antigenos especificos
de tumor y antigenos asociados a tumor °'. Los primeros se expresan sélo en células
tumorales y no en las células normales. Los segundos se expresan en ambos tipos de
células, aunque en las células tumorales su expresion es aberrante o existe una
alteracion en la regulacidn de su expresion. Actualmente se han propuesto numerosas

formas de clasificar a los antigenos tumorales, siendo una de las mas utilizadas la que

. ;. . , 75-77
tiene en cuenta las caracteristicas y funciones del antigeno (Tabla 2) .
Tabla 2. Antigenos tumorales. Datos extraidos de o
Tipos de antigenos Ejemplos
Productos de oncogenes y de genes supresores de tumor Bcr/abl, ras, p53
mutados
Productos de oncogenes sobreexpresados (no mutados) HER2/Neu
Genes mutados no implicados en la tumorigénesis Proteinas mutadas reconocidas por CTLs en melanoma
Productos de genes que se encuentran silenciados en la Antigenos encontrados en cancer de testiculo, en muchos
mayoria de los tejidos normales carcinomas y melanoma
Proteinas normales no oncogénicas sobreexpresadas en Tirosinasa, gp100, MART en melanomas (normalmente
células tumorales expresada en melanocitos)
Virales VEB, VPH, HTLV-1
Proteinas celulares sobreexpresadas o expresadas Tirosinasa, MAGE, GAGE, RAGE
aberrantemente
Glicolipidos y glicoproteinas GM;, GD, en melanomas
Antigenos oncofetales CEAy AFP
Antigenos de diferenciacion especificos de tejido CD10, CD20, Idiotipo de célula B, PSA

13



2.4 Mecanismos efectores antitumorales

La respuesta inmune antitumoral es llevada a cabo por mecanismos efectores
tanto del sistema inmune innato como del adaptativo. Tradicionalmente se
consideraba que la respuesta inmune innata era la primera barrera contra las células
tumorales, las cuales eran reconocidas por un proceso no especifico, mientras que la
respuesta inmune adaptativa requeria del reconocimiento especifico de antigenos
tumorales para poder eliminar las células malignas. Clasicamente se consideraba a las
células By T como efectoras de la inmunidad adaptativa, pero en los ultimos afios, este
concepto se ha modificado ya que se han descrito nuevas poblaciones, como las
células B1, células Ty y células NKT, entre otras, como parte de la inmunidad innata.
Asimismo, se ha descrito que algunas de estas células presentan funciones
caracteristicas de la inmunidad adaptativa, como por ejemplo se ha sugerido la

existencia de células NK de memoria "®

. Estas poblaciones celulares y las citoquinas
producidas a partir de ellas, desempefian un rol dual en el desarrollo tumoral, ya sea

teniendo un efecto antitumoral, o promoviendo su crecimiento 7,

2.4.1 Células NK

Las células NK se han descrito como efectores criticos en la respuesta
antitumoral, teniendo atributos tanto del sistema inmune innato como del adaptativo.
Ademas de eliminar de forma directa a las células tumorales, desempenan un papel
regulador en la formacién de respuestas de células T y B especificas de antigenos
618081 ) 35 NK son capaces de destruir las células tumorales, en especial, las que tienen
una expresion reducida de MHC |. La activacidn de la célula NK esta regulada por un
equilibrio entre sefales generadas por los receptores activadores (ejemplo: NKG2D,
NKp44, NKp46) e inhibidores (KIR) %% Los receptores inhibidores de las células NK
se unen a moléculas del MHC | que se expresan en la célula diana. Cuando ambos
receptores activadores e inhibidores estan ocupados por su ligando, domina Ia

1,82 ,
182 Muchas veces, las células

influencia de los inhibidores y la célula NK no se activa
tumorales no expresan o disminuyen la expresion de MHC | como mecanismo de
evasion del sistema inmune, provocando que las células NK pasen de su estado normal

de inhibicién al estado activado ®. Ademas, algunos tumores expresan MICA, MICB y
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ULB que son ligandos del receptor activador KNG2D de las células NK. La activacién de
las células NK induce la apoptosis de la célula tumoral a través de la liberacidon de
perforinas/granzimas, via Fas/Fas-L y TRAIL. Adicionalmente, las células NK pueden
actuar sobre células recubiertas por anticuerpos IgG, dado que expresan receptores de
Fc (FcyRlll o CD16) mediando la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC, del inglés) ®'. La capacidad tumoricida de las células NK se incrementa por
citoquinas, incluyendo IFN-y, IL-12, IL-15 e IL-18 que estimulan la actividad de las
células NK 3%,

Desde hace anos, existe evidencia de como las células NK contribuyen al
control del desarrollo tumoral tanto en modelos experimentales como en pacientes
888 En particular, se ha demostrado la participacion de las células NK en la respuesta
antitumoral en las neoplasias hematoldgicas, lo cual podria tener un impacto en el

8788 Recientemente, se describieron células NK

desarrollo de estrategias terapéuticas
de memoria, observandose una respuesta mejorada y prolongada al estimular células
NK con antigenos especificos, las cuales podrian ser utilizadas para el desarrollo de

inmunoterapias contra cancer ¥°.

2.4.2 Neutroéfilos y macroéfagos

Los neutréfilos son la primera linea de defensa del sistema inmune del
huésped contra infecciones de distinta naturaleza % Mientras que el papel de los
neutrdfilos en la defensa del sistema inmune contra patdgenos se conoce con bastante
exactitud, aun falta mas informacion para determinar el rol que cumplen estas células
en el desarrollo tumoral; lo que si se sabe es que es complejo y varia entre los

919 se ha sugerido que existen dos

diferentes tipos y estadios del céancer
subpoblaciones funcionales diferentes de neutrdfilos asociados a tumor (TANs). Los N1
con funcion antitumoral, y los N2 que favorecen el desarrollo del tumor.

Los tipo N1 pueden ejercer su actividad antitumoral de forma directa ya sea
por dafio oxidativo generado por las especies reactivas del oxigeno secretadas por los

neutrofilos %%

, a través de la apoptosis asociada a FasL 7 o por ADCC %9 Este tipo
de neutrdfilos pro-inflamatorios pueden promover el reclutamiento de células T CD8" y

su activacion mediante la secrecion de quimioquinas CCL3, CXCL9 y CXCL10, y
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100,101

citoquinas pro-inflamatorias I1L-12, TNF-a y GM-CSF . Ademds, se ha observado la

presentacion cruzada in vitro por parte de los neutréfilos, y que neutréfilos pulsados

+ 102

con antigenos promueven la activacién de las células T CD8 . También existe

evidencia que estos TANs pueden activar DCs via contacto célula-célula, y a través de la

secrecion de TNF-a, promueve la activacion de células T CD4* ', la memoria

105

antitumoral '®, e induce la regresion tumoral via IL-12 '®. La deplecién de los

neutréfilos N1 promueve el crecimiento tumoral y contrarresta los efectos

100,106-108

antitumorales de las inmunoterapias . Se ha descrito que la presencia de TGF-

B en el microambiente tumoral inhibe los neutréfilos N1. Por lo que una forma de
eliminar este efecto seria utilizar anticuerpos monoclonales anti-TGF-B, lo cual inhibiria
ademas el crecimiento tumoral '®. Los neutrdfilos tipo N2 se comentaran junto con la
evasion de la respuesta inmune por parte del tumor.

Los macrdéfagos son otra de las poblaciones celulares del sistema inmune que

juegan un rol importante como primera linea de la defensa del huésped, y ademas

109

participan en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos ~~. Los macrdéfagos

residentes de tejido se originan de monocitos precursores circulantes, derivados de la

110

médula dsea “7. Estos precursores extravasan a los tejidos, donde se diferencian a

macrofagos y se polarizan en distintas subpoblaciones con diferentes fenotipos

1

dependiendo del microambiente 1 Andlogo a lo que ocurre con los TANs, los

macrofagos infiltrantes de tumor (TAMs) pueden ser de tipo M1, implicados en

respuestas inflamatorias y antitumorales, o M2, con funcién anti-inflamatoria y pro-

I 112,113

tumora . Para polarizarse a M1 son necesarias dos sefiales, citoquinas Th1l y TNF

114,115

exogeno o inductores de TNF enddgeno . Los macréfagos M1 expresan IL-12, IL-

13, MHC y miembros de la familia B7 en altas cantidades. La funcién principal de estos

116
. L

macrofagos es el promover la presentacion antigénica y la activaciéon Thil 0s

macrofagos M1 producen quimioquinas incluyendo CXCL9 y CXCL10 que atrae

linfocitos Th1 */

. Ademas, se puede inducir la secrecion de 6xido nitrico, factores
inflamatorios y quimioquinas por parte de los macréfagos por la presencia de IFN-y 18,

Las quimioquinas con mayor participacién en el reclutamiento de TAMs son
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22 y CXCL8 ™! También citoquinas como el factor de
estimulacion de colonias 1 (CSF-1) y factores de crecimiento como VEGF y PDGF, estan

122-125

implicadas en dicho reclutamiento . Se ha observado que en tumores ya
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establecidos, los TAM poseen un fenotipo M2, favoreciendo el escape tumoral
mediante supresion de la respuesta inmune especifica **°. Este tipo de macréfagos
inmunosupresores se comentaran con mayor detalle en el Apartado: Mecanismos de

evasion de la respuesta inmune antitumoral.

2.4.3 Células dendriticas

Las DCs son un grupo heterogéneo de células presentadoras de antigenos
(APC) derivadas de células madre CD34" de la médula dsea, y se encuentran en todos

127,128

los tejidos . Pueden pertenecer al linaje mieloide (DC convencionales), o al linaje

linfoide, conocidas como plasmocitoides (pDC) *%°.

Cuando las DCs abandonan la médula dsea se definen como inmaduras. Estas
células no expresan niveles significativos de moléculas co-estimulatorias como CD80,
CD86 o CD40 en su superficie y producen cantidades muy reducidas de IL-12, citoquina
imprescindible para montar una respuesta mediada por células Thl y critica en la
inmunidad antitumoral. En el estado inmaduro su funcién principal es interaccionar
con el ambiente, incluyendo el tumor, cumpliendo las funciones de fagocitosis,

1,130,131 ~
$L130131 Una de las sefales a

macropinocitosis y endocitosis mediada por receptor
través de las cuales se produce la activacion de las DCs es por el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y DAMPs, por los receptores de

127

reconocimiento de patrones (PPR) ““’. Cuando las DCs se activan, migran a los ganglios

linfaticos de drenaje, mediado por las quimioquinas CCL19 y CCL21 que se unen a CCR7

128,132
expresado en las DCs *2%*3

. En los ganglios se encuentran con las células T naive, y
provocan la diferenciacion de estas células a T efectoras con funciones y perfiles de
citoquinas unicos. Los péptidos presentados en moléculas de MHC | son reconocidos
por células T CD8", mientras que los presentados en MHC Il son reconocidos por
células T CD4". La activacién de las células T dependera de la intensidad y duracién de

128 | as DCs residentes

la interaccion DC-células T a través de la sinapsis inmunoldgica
de ganglios linfaticos que adquieren el antigeno directamente de la linfa, son las
primeras en presentar péptidos a células T CD4" naive, lo que resulta en la produccién
de IL-2 que facilita la proliferacion de las células T y expansién clonal. Las DCs

residentes de tejido capturan antigenos en tejidos periféricos, migran a los granglios
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linfaticos, y presentan los péptidos a las células T CD4" ya activadas, lo que facilita la
generacion de células T efectoras. Luego de la interaccidon con las DCs, las células T
CD4" naive se diferencian a efectoras con distintas funciones, Thl, Th2, Th17, Thf

127 Estas dltimas pueden interactuar con células B y promover la

(foliculares)
diferenciacién a plasmocitos (células B secretoras de anticuerpos). Por su parte, las
células T CD8" naive pueden convertirse a linfocitos T citotéxicos (CTLs). Las DCs
también pueden interaccionar con otras células del sistema inmune innato como las
células NK, (via IL-12, IL-15 e IFN tipo 1), lo cual a su vez puede también provocar la
maduracion de las DC, NKT (via CD1), plasmocitos, y mastocitos ***.

Ademas de provocar una respuesta inmune pro-inflamatoria, las DCs median la
tolerancia periférica y previenen respuestas autoinmunes 2%, Las DCs inmaduras no
activan células T debido a la baja expresién de moléculas co-estimuladoras y MHC que
presentan. Ademas las DCs también pueden expresar indoleamina 2,3 dioxigenasa
(IDO) en respuesta a ciertos estimulos, provocando el arresto celular y apoptosis de las
células T. Mediante la produccién de IDO las DCs pueden promover la diferenciacion

135,136

de células Tregs , las cuales ejercen sus efectos inmunosupresores mediante la

expresion de TGF-B, IL-10, y CTLA-4, inhibiendo la proliferacion de células T 137,138
Como parte de la inmunovigilancia, las DCs inmaduras adquieren antigenos propios en
ausencia de estimulos de maduracién, induciendo la tolerancia a antigenos propios 128

Se ha observado que las DCs son una de las primeras células en infiltrar
tumores, y la presencia de un numero elevado de estas células a nivel tumoral se ha

139. En

asociado con un buen prondstico en pacientes con distintos tipos de cancer
otros tumores existe evidencia de la falla en la funcién de las DCs, hecho que podria
contribuir a la falta de respuesta inmune antitumoral efectiva **. Parece ser que el
grado de activacién de las DCs es uno de los principales factores que determinan si

129,130 s
=%, Las células

estas células contribuirdn o no a una respuesta antitumoral efectiva
tumorales que mueren encienden al menos tres tipos de sefiales cuando interactuan
con DCs y otros fagocitos, incluyendo las sefiales de "encuéntrame", "cdmeme" y "no

. . . . / 14
me comas", donde en cada una participan distintas moléculas **°.
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2.4.4 Células T citotoxicas

Las CTLs reconocen y eliminan la célula tumoral de forma especifica a través del
reconocimiento de péptidos derivados de antigenos tumorales presentados en
moléculas de MHC | por las DCs. Estas células ejercen la citotoxicidad al menos por tres
vias distintas, dos involucran contacto directo célula-células entre la efectora y la
blanco. El tercer mecanismo estd mediado por citoquinas como IFN-y y TNF-a, las
cuales son producidas y secretadas por el tiempo en que se produzca la estimulacién

1,141 .. . rye .
8L141 |3 actividad citolitica que requiere el

via el receptor de las células T (TCR)
contacto directo célula-célula, puede estar mediado por dos mecanismos diferentes.
En un caso, el ligando Fas, que se expresa en la superficie de CTLs, se une al receptor
de Fas sobre la célula diana. Esta unién desencadena la apoptosis a través de la via
cldsica de la caspasas. En el otro caso, las CTLs liberan perforinas y granzimas en el
espacio intercelular, estas proteinas son tdxicas para la célula diana, pero las CTLs
tiene un mecanismo para protegerse ellas mismas y a células vecinas **2. Por su parte,
TNF-a acopla su receptor en la célula diana y desencadena la cascada de caspasas,
dando lugar a la apoptosis de células diana. IFN-y induce la activacién transcripcional
de la via de presentacién del antigeno en MHC | y Fas en las células diana, lo que
conduce a una presentacidon mejorada de péptidos endégenos por MHC | y aumenta la

143

lisis de células diana mediada por Fas ~*. En tumores sdlidos, las CTLs constituyen gran

139141 Mas aun, en melanoma,

parte del infiltrado de linfocitos T (TIL, del inglés)
cancer de mama, pulmodn, colono rectal y cerebro, se ha observado que cuanto mayor
es la cantidad de TIL en el infiltrado, mejor serd la prognosis del paciente ***. En este
sentido, la deteccion de ARNm de granzima B, granulocina, IFN-y y perforinas se
correlaciona con menor enfermedad metastasica y mayor sobrevida en pacientes con

139 Las células T CD8" suelen clasificarse en subgrupos incluyendo

carcinoma de colon
efectoras, de memoria, anérgicas, reguladoras, senescentes, y “agotadas”, siendo las
dos primeras las mas importantes en el desarrollo de una respuesta antitumoral
efectiva **.

La activacion completa de células T CD8" naive y su diferenciacién a CTLs
efectoras y de memoria requieren la participacion de las células T CD4" colaboradoras

1 En el contexto de una fuerte respuesta inmune contra un microorganismo, la
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ayuda de células T CD4" no es un punto critico. Sin embargo, esta ayuda si es necesaria
para que las células T CD8" puedan montar respuestas efectivas contra tumores y

diferenciarse a CTLs de memoria.

2.4.5 Células T CD4"

Existen varias subpoblaciones de células T CD4", las cuales se diferencian en

145,146
. La

cuanto al perfil de citoquinas que secretan y a las funciones que llevan a cabo
diferenciacién de las células T virgenes hacia cada subpoblacién estd determinada por
la naturaleza del antigeno presentado, las células presentadoras de antigeno, y las
citoquinas presentes en el medio 7. Ademds, el proceso de diferenciacién del
linaje se rige por un patron de expresién génica Unico, donde participan factores

150

transcripcionales especificos Las subpoblaciones mas conocidas son Thi,

productoras de IFN-y, IL-2, IL-12 y TNF-B, Th2, productoras de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-

13 e IL-15, y Th17, caracterizadas por secretar IL-17 e I1L-22 1>1

. Cada subgrupo expresa
distintos receptores para quimioquinas y moléculas de adhesidn, que las dirigen a
migrar a diferentes sitios. Las Thl, expresan altos niveles para los receptores CXCR3 y
CCR5, los cuales se unen a quimioquinas producidas en tejidos durante la respuesta
inmune innata. Estas células también secretan altos niveles de ligandos para E y P-
selectina, que participan en la migracién de estas células al sitio de inflamacion. Las
células Th2 expresan los receptores de quimioquinas CCR3, CCR4 y CCR8, que
reconocen quimioquinas expresadas en alta cantidad en respuesta a infecciones
producidas por helmintos o reacciones alérgicas. Las Th17 por su parte expresan CCR6
gue se une a CCL20, producida por varios tejidos y por macréfagos en ciertas
infecciones bacterianas o por hongos **°.

Dentro de los estimulos que propician la diferenciacion de las células T CD4"
naive al fenotipo Th1 estan IFN-y e IL-12, y el principal regulador transcripcional es T-
bet (Fig. 7). La IL-18 es sinérgica con la IL-12, y los IFN tipo | pueden también favorecer

152 .
2 Las DCs que favorecen este tipo de respuestas son las

las respuestas Thl
plasmocitoides, dado que secretan IL-12 e IFN tipo I. Las células NK secretan IFN-y, que
a su vez actua sobre los macréfagos que secretan IL-12. El IFN-y es esencial para la

activacion de macrofagos, aumentando su capacidad fagocitica. La IL-2 secretada por
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las células Th1l promueve la proliferacién de células T CD8, la adquisiciéon de su

13 Se ha demostrado que

fenotipo citolitico y la generacién de memoria de las CTLs
las células Thl participan en la respuestas antitumoral y esa respuesta depende en
gran medida de la produccion local de INF-y, la cual induce la infiltracion en el tumor

+ 147

de macroéfagos y células T CD8 La infiltracion de células Thl al tumor se

correlaciona con una extension de sobrevida global y libre de enfermedad en pacientes

>4 IFN-y derivado de las células Th1 desencadenan la

con distintos tipos de cdncer
cascada de eventos que implican la maturacién de las células T CD8" citotdxicas a
través de la activacion de DCs en el sitio del tumor, y ademas induce la eliminacion del
tumor a través de la activacién de células NK y macréfagos M1 248,

En el caso de las células Th2, la diferenciacién a este fenotipo es promovido por
las citoquinas IL4 e IL2, siendo GATA3 el principal factor transcripcional involucrado
(Fig. 7) % Dentro de sus funciones encontramos el generar una respuesta inmune
frente a pardsitos extracelulares, y colaborar con las células B en la respuesta humoral.
Ademas, estas células tienen una participacién en enfermedades relacionadas con
alergia y asma. Se cree que las DCs mieloides favorecen la diferenciacién hacia la

7 El rol de las células Th2 en la respuesta antitumoral es un hecho

subpoblacion Th2
controvertido. Tradicionalmente ha sido visto como un tipo de respuesta que favorece
el crecimiento tumoral a través de la promocidn de la angiogénesis, secrecidn de IL-10,
promocion de la inmunidad humoral e inhibicidn de la respuesta celular antitumoral.
Sin embargo, actualmente se postula que las células de tipo Th2 tienen funcidn
antitumoral, promoviendo la activacién de granulocitos infiltrantes de tumor vy
macrofagos. IL-4, una de las citoquinas clave en este tipo de respuesta, ha mostrado
un rol dual en la inmunidad tumoral, ya sea induciendo una respuesta antitumoral
eficaz en modelos pre-clinicos, por ejemplo, se ha demostrado la funcion anti-

angiogénica de IL-4 y la capacidad de inducir necrosis en tumores sélidos *°, o

promoviendo el escape tumoral *°°.

La diferenciacidon de la subpoblacion Th1l7 se produce a partir de células T
virgenes por estimulacién con el antigeno, en presencia de las citoquinas IL-6, IL-21, IL-
23, y TGF-B, siendo esta ultima la mas importante (Fig. 7). El regulador transcripcional

principal es el receptor gamma relacionado al receptor huérfano del acido retinoico

(RORyt, del inglés) 2. Una vez diferenciadas a Th17, la citoquina que induce la
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proliferacién y supervivencia de estas células es IL-23. Estas células tienen un efecto
pro-inflamatorio que les permite hacer de puente entre la inmunidad innata y la

adaptativa ™.

Su funcién estd involucrada con respuestas inflamatorias, mas
particularmente a las que involucran un alto reclutamiento de neutrdfilos, ya que IL-17
induce la produccién de citoquinas y quimioquinas que reclutan neutréfilos /. Actta
sobre un amplio panel de células, y las estimula a secretar potentes mediadores de la
inflamacion (IL-1, TNF-q, IL-6, IL-8, etc.) **"'*®, Existe evidencia de la participacion dual

| 158-161

de la IL-17 en la inmunovigilancia tumora . En modelos murinos se ha reportado

la asociacion de las células Th17 al crecimiento tumoral en un contexto de inflamacién

crénica 1627164

. También en distintos tipos de cancer humano, incluyendo colon,
melanoma, pancreatico, hepato-celular y ovarico, se observé la polarizacién de las T
CD4" naive a Th17 *®. Por otro lado, estudios pre-clinicos de tumores murinos han
correlacionado la presencia de células Th1l7 intratumorales con un crecimiento
tumoral reducido y una inmunidad antitumoral eficaz. La capacidad antitumoral de las
células Th17 se ha asociado a la secrecién de citoquinas IL-17A, IL-17F, 1L-22, y IL-21
1667168 También se ha observado que las células Th17 producen la quimioquina CCL20
que promueve el reclutamiento de las DCs al sitio del tumor a través de CCR6. El
reclutamiento de estas DCs resulta en la activacion de células T CD8" y aumento de su
respuesta citotéxica 146,

Las células Tregs regulan de forma negativa la respuesta inmune, protegiendo
al organismo de inmunopatologias. Las citoquinas que propician la diferenciacién a
este fenotipo son IL-2 y TGF- B, siendo en este caso FoxP3 el factor transcripcional mas
involucrado (Fig. 7). Las principales citoquinas efectoras producidas por las Tregs son
IL-10, TGF-B, e IL-35 146152 1110 es una potente citoquina inhibidora que suprime la
respuesta pro-inflamatoria limitando el dafio tisular. Varios estudios sugieren que la IL-
10 puede disminuir la respuesta inmune antitumoral de forma directa, inhibiendo la

| 169

activacion de células T con actividad antitumoral >°. Ademas, esta citoquina restringe

la presentacién antigénica por parte de las APCs, inhibiendo la expresidon de moléculas

170,171

co-estimuladoras de la familia B7 y MHC , estimulando la sobreexpresién de los

inhibidores de los miembros de la familia B7 />

, promoviendo la regulacién
negativa de la expresion de IL-12, e inhibiendo la maduracidén y diferenciacién de las

DCs. Aunque esta citoquina generalmente se considera promotora del escape tumoral,
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existe evidencia creciente de que también puede promover una inmunidad
antitumoral. Por ejemplo, la transfeccion de una linea tumoral con IL-10 o la
administracion sistémica de esta citoquina, suprime el crecimiento tumoral y provoca
el rechazo tumoral en varios modelos murinos de cancer . Mas aun, este efecto
tumoral se observé que es dependiente de células T CD8". Las células Tregs pueden
clasificarse en dos grandes subgrupos dependiendo de la actividad inmunosupresora
que lleven a cabo. Las Tregs “naturales” (nTregs) expresan de forma constitutiva FoxP3
y el marcador de activacién CD25, y se originan en el timo por la interaccién de alta
afinidad entre el TCR y el antigeno expresado en el estroma adyacente **°. La supresion
de la proliferacién de células T efectoras por estas células es dependiente del contacto
célula-célula pero independiente de citoquinas. Por otro lado, las células Tregs
“inducidas” (iTregs) se desarrollan en dérganos linfoides periféricos, y llevan a cabo la
inmunosupresion a través de factores solubles, y su funcién no estad estrictamente
asociada a los niveles de FoxP3 que expresan *°.

Durante la respuesta antitumoral, una pequefia poblacién de células T CD4"
efectoras especificas de tumores puede diferenciarse a células T de memoria que
retienen sus funciones efectoras, pero con la ventaja que al exponerse nuevamente al
antigeno experimentan una rapida expancién y produccion de citoquinas efectoras *’>
178 Las células T de memoria se dividen en dos grupos dependiendo de los patrones de
migracidon que presenten. Por un lado, las células T de memoria central expresan el
receptor de quimioquinas CCR7 y la L-selectina CD62L luego de su activacion. La
expresion de este receptor le permite a estas células recircular por érganos linfoides
secundarios como son los ganglios linfaticos. Este tipo de circulacién es beneficioso ya
que las DCs estan continuamente captando antigenos en tejidos y los llevan a los
ganglios drenantes, de modo que aumenta el darea de monitoreo para prevenir la
progresién tumoral y desarrollo de metastasis. El otro tipo de células T de memoria
son las efectoras que no expresan CCR7 ni CD62L, y por lo tanto tiene tendencia a
migrar a tejidos periféricos en respuesta a un estimulo inflamatorio. En pacientes con
cancer se ha observado que un aumento en el nimero de células T de memoria
infiltrantes de tumor provoca un aumento en la sobrevida '*°.

Otras subpoblaciones que han sido caracterizadas en anos recientes son las

Th9, Th22, TFh (foliculares) (revisado en **°).
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Figura 7. Diferenciacién de subpoblaciones T CD4". Luego de la interaccidn entre la APC y la célula T CD4" naive en la
presentacién antigénica, se produce la diferenciacion de la célula naive a distintas subpoblaciones T CD4". Esta
diferenciacion es dependiente, entre otras cosas, de las citoquinas presentes en el medio, y cada poblacidn secretan un
perfil caracteristico de citoquinas. Imagen modificada de 178

2.4.6 Células B

Las células B maduras, desarrolladas a partir de precursores de la médula
dsea, entran a los érganos linfoides donde tiene lugar la presentacién antigénica. La
respuesta humoral se inicia cuando los antigenos se unen a las inmunoglobulinas

179

presentes en la membrana de la célula B 7, activando estas células, lo que conduce a

la proliferacion y supervivencia, aumento de la expresion de moléculas co-
estimuladoras y citoquinas que promueven la interaccién con células T CD4"
colaboradoras, y aumento de la expresiéon de CCR7 que le permite la migracién desde
los foliculos a la zona extrafolicular donde se encuentran con las células T. En esta
zona, la re-estimulaciéon de las células B (como APC) con las células T provoca el cambio
de isotipo de inmunoglobulina, y a su vez las células B promueven la diferenciacidn de
células T al fenotipo de células TFh, esta interaccion también promueve la
diferenciacién a células plasmadticas de corta vida (Fig. 8). Posteriormente en los
centros germinales se produce la mutacion somatica y la maduracién de la afinidad,
con cambio adicional de isotipo de inmunoglobulina, generacion de memoria y

179

diferenciacién a células plasmaticas de larga vida Las células B de memoria
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expresan altos niveles de BCL-2, proteina antiapoptdtica que contribuye a la larga vida
de estas células. Algunas de estas células permanecen en los drganos linfoides,
mientras que otras salen de los centros germinales y recirculan en sangre y érganos
linfoides.

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia del rol dual que tienen las

180182 En muchos tumores humanos, la

células B en la respuesta antitumoral
presencia de células B infiltrantes de tumor y anticuerpos reactivos de tumor se
correlaciona con una mejoria en la sobrevida de los pacientes, lo cual también se
demostré en modelos animales *®. Por su parte, el efecto de los anticuerpos en la
respuesta antitumoral, tanto en el humano como en ratén, depende del isotipo. En
pacientes con cancer de pancreas, el incremento de IgE en suero se asocié con ADCC.
En pacientes con glioma, un aumento en los niveles séricos de IgE se asocidé con una

183

sobrevida extendida ~°. También se ha observado que los niveles de IgG varian

significativamente en pacientes con cancer respecto a controles sanos, observandose

82 Incluso se ha

gue niveles mas altos de IgG se asocian a una sobrevida extendida
sugerido que el nivel de IgG en plasma podria servir como marcador prondstico en
cancer de vegija y pancreas. El efecto negativo en la respuesta inmune de las células B

se mencionara junto con la evasion de la respueta inmune por parte del tumor.

Activacién de
células B

Célula T CD4+ naive Foliculo :

o

LS

pC 5 T Interaccion inicial T-B
Activacion
decélulas T ]i %i
% : DC folicular
::il::la;r Células plasmaticas @ Célula T folicular
colaboradora de corta vida ;-—?

e
— o
- . Reaccion
FOC? Célula T extrafolicular en el centro
extrafolicular germinal

Figura 8. Secuencia de eventos de la respuesta humoral T-dependiente. (1) Inicio de la respuesta inmune por el
reconocimiento de antigenos por las células By T CD4". (2) Las células activadas migran a la zona extrafolicular donde
interactdan, promoviendo la proliferacion y diferenciacidn de las células B. (3) La reestimulacidn de las células B por
células T colaboradoras extrafoliculares produce el cambio de isotipo y la generacién de células plasmaticas de vida
corta, y la induccion de células TFh. (4) Los eventos tardios producidos en el centro germinal incluyen mutacién
somatica y maduracion de la afinidad, cambio adicional del isotipo de inmunoglobulina, generacién de células B de
memoria y de plasmocitos de larga vida. Imagen modificada de 7
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2.4.7 Otras células que participan en la respuesta inmune antitumoral

Otras células con participacién en la respuesta inmune antitumoral son las NKT
y Tyd. Las primeras fueron inicialmente caracterizadas en ratones como células que

expresaban tanto TCR como receptores de células NK ***

. Reconocen antigenos de
naturaleza glicolipidica, cuya presentacidon estd restringida a la molécula CD1d. Las
células NKT pueden clasificarse en dos grandes grupos, las NKT invariantes (iNKT), y las
NKT tipo I, que poseen una cadena de TCR con mayor variacidn y reconocen antigenos
diferentes a los reconocidos por las iNKT, y tiene principalmente funcién

187187 |3 importancia de las células iNKT radica en su potente

inmunorreguladora
accién inmunorreguladora debida a la liberacion rapida y masiva de citoquinas tipo
Thly Th2, especialmente IFN-y e IL-4, luego de la activacidon de su TCR invariante. Se
ha demostrado que la activacion de las células iNKT conduce a la estimulacién de las
células NK, monocitos, DC, células By células T CD4"y T CD8", estableciendo un puente

188,189 F| efecto

entre el desarrollo de las respuestas inmunes innata y adaptativa
citotoxico tumoral de estas células se postula que es mediado por sus productos: TNF,
ligando de Fas, TRAIL y por el sistema perforinas/granzimas. Adicionalmente, el IFN-y
secretado, ademas de amplificar la respuesta inmune, participa inhibiendo la
angiogénesis 190

El rol de las iNKT en la inmunidad antitumoral se ha demostrado en diferentes
modelos "%, En pacientes con cancer se ha reportado la deficiencia de NKT en sangre

192193 Contrariamente al efecto

periférica, tanto en numeros como en funcidn
antitumoral observado en varios modelos, existen publicaciones en modelos murinos
gue plantean que las NKT pueden favorecer el crecimiento tumoral 194195 por lo tanto,
estos datos sugieren que las células NKT tienen la capacidad de regular la respuesta
inmune en ambas direcciones, activando o suprimiendo la respuesta inmune
antitumoral. La modulacidn de su actividad hacia la activacién inmunolégica podria ser
una herramienta atil para mejorar las vacunas en cancer 187,196-200

Por su parte, las células Tyd son células relativamente abundantes en los
epitelios, pero en sangre periférica, bazo y ganglios son una poblacién menor (inferior

a 2% de las células CD3"). Estas células reconocen distintos tipos de antigenos,

incluyendo proteinas y lipidos, asi como pequenas moléculas fosforiladas vy
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alquilaminas, muchas veces encontradas en microorganismos. Dicho reconocimiento
no estd restringido por el MHC ”’. Las células Ty8 activadas pueden expresar granulos
citotoxicos que contienen perforina y granzimas que desencadenan la citdlisis.
También pueden producir citoquinas efectoras, como IFN-y y TNF-a, y expresar FasLy
TRAIL %°*. Ademas, la expresidn de CD16 en células TyS puede facilitar la ADCC *°. Por
lo tanto, las células Tyd pueden utilizar varios mecanismos efectores para eliminar
células tumorales directamente 2%,

Se ha observado que la estimulacidn de las células Tyd in vivo puede inducir

204 contrariamente al efecto

respuesta inmune en sindromes linfoproliferativos
antitumoral descrito, recientemente se reportd que las células Ty® poseen algunas
funciones pro-tumorales, tanto en ratones como en humanos. En particular, este
subgrupo de células Tyd inmunosupresor es capaz de reclutar poblaciones mieloides
inmunosupresoras, inhibiendo la respuesta inmune antitumoral, y promover la

angiogénesis, fomentando la progresién tumoral 2%

2.5 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune antitumoral

Los tumores desarrollan multiples mecanismos para evadir el reconocimiento
por parte del sistema inmune. Dentro de éstos encontramos alteraciones en la
presentacion antigénica, defectos en sefiales intracelulares de células T, incremento de
la secrecion de factores inmunosupresores y/o pro-apoptéticos, activacion de vias de
sefializacion inhibitorias en células del sistema inmune, reclutamiento selectivo de
poblaciones celulares inmunosupresoras e induccidon de sitios privilegiados para el
desarrollo tumoral (Fig. 9) ""*°. En conjunto, estos mecanismos limitan la capacidad
del sistema inmune de combatir al tumor y provoca muchas veces el fracaso de las

inmunoterapias.
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Figura 9. Mecanismos de evasion del reconocimiento de células tumorales por parte del sistema inmune. A. Los
tumores pueden tener baja inmunogenicidad por falta de antigenos reconocidos por las células T, disminucion de la
expresion de moléculas de MHC |, o aumento de la expresién de moléculas inhibidoras tales como PD-L1. B.
Antigenos especificos del tumor pueden ser presentados en forma cruzada por DCs sin co-estimulacion, induciendo la
tolerancia de las células T. C. Los tumores pueden inicialmente expresar antigenos reconocidos por el sistema
inmune, de forma que se eliminan estas células. La inestabilidad genética de los tumores permite el cambio
antigénico (en la etapa de equilibrio), de modo que las células tumorales que carecen de antigenos inmunogénicos
pueden proliferar. D. En el microambiente tumoral a menudo se producen moléculas, tales como TGF-B, IL-10, IDO, o
PD-L1, que suprimen las respuestas inmunes reclutando células Tregs que secretan citoquinas inmunosupresoras. E.
Las células tumorales pueden secretar moléculas como el coldgeno que forman una barrera fisica alrededor del
tumor, impidiendo el acceso de células del sistema inmune. Imagen modificada de 77

Una forma de agrupar los mecanismos que regulan de forma negativa la
respuesta antitumoral por parte del tumor es en factores intrinsecos y extrinsecos (Fig.
10). Los primeros incluyen la secrecidn de citoquinas inmunosupresoras (IL-10, TGF-B)
y factores solubles (VEGF, IDO), alteracion de la inmunogenicidad de las células
tumorales ya sea por pérdida o cambio en la expresién de antigenos especificos de
tumor o cambio en la expresion de moléculas de superficie (MHC |, moléculas co-

207

estimuladoras, PD-L1, Fas-L) ©’. Por su parte, los mecanismos extrinsecos incluyen el

reclutamiento de células T inmunosupresoras (Tregs y Trl) y poblaciones como células
mieloides supresoras (MDSC), TAMs y TANs, APCs inmaduras y pDCs, entre otras **’. En
Upadhyay et al.,

2015 y Nicholas et al., 2016 se revisan los principales mecanismos

involucrados en la evasion de la respuesta inmune en linfomas 2%2%,
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El conocimiento de los mecanismos por los cuales las células tumorales escapan
de la destruccion por parte del sistema inmune es fundamental para el desarrollo de
inmunoterapias efectivas, de modo de aumentar la inmunogenicidad tumoral y las

respuestas inmunitarias en el huésped 206,210
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Figura 10. Regulacién negativa de la respuesta inmune antitumoral. En la figura se muestran factores tumorales
. , . . , . e 207
intrinsecos (izquierda) y extrinsecos (derecha) que promueven la evasion del tumor. Imagen modificada de “".

2.5.1 Alteraciones en el reconocimiento de las células tumorales

La mayoria de los tumores muestran disminucion o pérdida de la expresion de
moléculas de MHC |, de 2 microglobulina o de componentes de la maquinaria del
procesamiento del antigeno, ausencia o disminucion de la expresion de moléculas co-
estimuladoras (por ej.: CD80 y CD86), y algunas subunidades del proteosoma, lo que

72210 Otros

les permite escapar de la lisis mediada por las células T CD8" citotdxicas
mecanismos que contribuyen a la tolerancia y por ende a la evasiéon de la respuesta
inmune son la expresién de moléculas inhibidoras como PD-L1 en las células
tumorales, y la regulacion negativa de los receptores de muerte que previenen la
apoptosis de las células tumorales tanto por las CTLs como por las células NK 211-214
Los LNH-B presentan un comportamiento diferente que el resto de los tumores
ya que son células B que muchas veces conservan la expresion de MHC Il y moléculas

co-estimuladoras, siendo capaces de desencadenar respuestas celulares T CD4". Se ha
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visto que los LNH folicular, anaplasico y LDGCB expresan CD80/CD86 y estas células in

215218 En los LNH es frecuente observar que la

vitro pueden funcionar como APC
expresion de moléculas co-estimuladoras disminuye, lo que conduce a la anergia de las
células T, siendo uno de los mecanismos principales de evasion de la respuesta inmune
antitumoral descrito en los LNH-B. Ademds, se ha observado que la pérdida de
expresion de estas moléculas se asocia con una disminucién de linfocitos infiltrantes

217

de tumor “’. En particular, para el modelo murino de LNH de células A20 se observd

que las células tumorales A20 expresan altos niveles de moléculas de MHC | y Il y

niveles moderados-bajos de la moléculas co-estimuladoras CD86/CD80 **. E

n
concordancia con esta observacion, la inmunizacion de ratones con células A20
irradiadas no produce respuesta inmune antitumoral como puede observarse en otros
modelos de tumores trasplantables 2872%°.

Otra forma de evadir el reconocimiento por parte del sistema inmune es lo que
se conoce como enmascaramiento antigénico, por ejemplo por mucopolisacaridos que

contienen acido sidlico ©*.

2.5.2 Induccién de la inmunosupresion del microambiente tumoral
2.5.2.1Citoquinas y factores solubles

Una de las principales citoquinas encontradas en microambientes tumorales
inmunosupresores es TGF-B, que inhibe la respuesta celular necesaria para el control
del crecimiento tumoral e induce el desarrollo de células Tregs. TGF-B promueve la
sobreexpresion de IL-10 y a su vez IL-10 promueve la expresién de TGF-p 222!, |L-10
inhibe la presentacion de antigenos, la expresién de MHC Il y de moléculas co-
estimuladoras. Previene la produccion de citoquinas asociadas a la respuesta Th1 (IL-2,
IFN-y) a partir de las APCs y suprime la accién de citoquinas pro-inflamatorias como IL-
1, IL-6, IL-12 y TNF-a. La fuente de IL-10 son células Th2, Tregs, Thl7, algunas

221
. Otras

221,222

subpoblaciones de DCs, células B, granulocitos, eosindfilos, entre otras
citoquinas que contribuyen al desarrollo tumoral son IL-4, IL-6, IL-13, e IFN tipo |

Se observé un incremento de IL-6 a nivel sérico para varios tipos de cdancer,
incluyendo LNH, donde podria servir como factor prondstico y para determinar el

estadio 223,

30



Por su parte VEGF, producido por el tumor, inhibe la diferenciacion de
progenitores de DCs, afectando la presentacion antigénica 2°®. Ademds, VEGF, IL-10 y
TGF-B inhiben la maduracién de las APCs, causando la anergia de las células T ya que
no presentan el antigeno en el contexto adecuado (con co-estimulacién apropiada).
Otros factores como los ganglidsidos tumorales y el antigeno de superficie asociado al

| 22 La expresién de

receptor (RCAS1) también contribuyen a la progresidon tumora
RCAS1 también se asocia con la apoptosis de TlLs. Ademas, la presencia de la enzima
arginasa y el inhibidor del factor nuclear kappa-B quinasa (IKK2) contribuyen
significativamente a la progresién tumoral, ya sea por accidn directa sobre la
proliferacién de las células tumorales o mediante la induccién de la tolerancia de las

224-227

células T o su supresién . Particularmente, en linfomas se ha encontrado un

aumento en los niveles de IDO, galectinas, y prostaglandinas extracelular 2%22%%,

Las galectinas son una familia de proteinas de unién a carbohidratos con
afinidad por B-galactdsidos implicados en distintos procesos incluyendo adhesion
célula-célula, interacciones célula-matriz, homeostasis del sistema inmune vy

229

crecimiento celular Se ha descrito que galectina-1 estd sobreexpresada en

diferentes tumores, contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune, promoviendo

. , . , . . 230-2
la apoptosis de células T, angiogénesis y transformacion 22°2%,

En particular, se
describié el papel de las galectinas en las neoplasias hematolégicas, observandose una
asociacion entre el aumento de la expresion de galectin-1 con la progresiéon tumoral en
LH y la leucemia linfocitica crénica, mientras que la galectina-3 desempeiia un papel
secundario en la leucemia mielégena crdnica y el mieloma multiple, y se sobreexpresa
en LDGCB, siendo uno de los mejores genes para discriminar entre LF indolente y
LDGCB 2**. Mas aln, en un modelo pre-clinico se observd que galectina-1 participa en
la resistencia de la inmunoterapia con CD20 **.

El receptor de quimioquina CXCR4 estd sobreexpresado en la mayoria de los
tumores, mientras que su ligando se expresa en varios érganos, incluyendo pulmén,
bazo, cerebro, rindn, piel y médula dsea, participando probablemente en mecanismos
fisiologicos de reparacion. Se ha observado que varios tumores positivos para CXCR4
metastatizan en dérganos especificos en una manera dependiente de CXCL12. El eje

CXCR4/CXCL12 parece estar involucrado en el desarrollo tumoral y metdstasis 221,236
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Estudios en un modelo experimental sugieren que la sobreexpresion de CXCR4 seria

inducida por TGF-.

2.5.2.2 Células inmunosupresoras

Dentro de las principales poblaciones celulares que contribuyen a la
inmunosupresion del microambiente tumoral, en particular en linfomas, encontramos
MDSC, TAMs, TANs, células Tregs y Th17 (Fig. 11) 2°®?*’*2 |as MDSCs son células
mieloides inmaduras, que se definen como células con un fenotipo Gr1* CD11b* ?*,
que se acumulan en el bazo y en ganglios linfaticos de animales portadores de tumor
244245 Estas células expresan niveles normales de MHC |, pero significativamente
reducidos de MHC Il y de moléculas co-estimuladoras. La actividad funcional de las
MDSC se manifiesta a través de su capacidad de inhibir la produccién de IFN-y
producida por linfocitos T CD8" en respuesta a antigenos tumorales presentados en la

244 Las MDSC inhiben la respuesta inmune antitumoral por

superficie de las MDSC
varios mecanismos, incluyendo la alteracién de la funcién de células T, NK y DCs, la
induccion de la diferenciacién de células Tregs, produccién de citoquinas
inmunosupresoras como TGF-B, y el agotamiento o secuestro de los aminodcidos
arginina, triptéfano o cisteina, necesarios para la funcién de las células T, y la nitraciéon
del TCR o receptores de quimioquinas en células T especificas de tumor (Fig. 11) *%.
Las MDSCs pueden secretar IL-6, IL-23, y TGF-B provocando el reclutamiento de células
Th17, las cuales producen IL-17 que provoca el reclutamiento de mas MDSCs vy
secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF,
del inglés) por los fibroblastos, que a su vez promueven la funcién inmunosupresora de

296 Ademas, los linfocitos Th17 y Th2 programan

los MDSC en el nicho pre-metastasico
los TAMs para promover un nicho pre-metastdsico a través de la secrecién de varias
citoquinas incluyendo IL-6 e IL-17. En estadios avanzados de céncer se observo la
acumulacién de estas células en sangre periférica, mientras que la remocién quirurgica

2% Se ha visto que estas

del tumor reduce marcadamente el nimero de las mismas
células tienen gran participacién en suprimir la respuesta antitumoral en neoplasias
hematoldgicas 209,

Los TAMs tienen un rol dual en la inmunidad tumoral, los tipo M2 ejercen su

actividad inmunosupresora a través de la expresién de factores solubles como TGF-p,
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IL-10, VEGF, EGF, quimioquinas tales como CCL17, CCL22 y CCL24, implicadas en el
reclutamiento de células Tregs, Th2, eosindfilos y baséfilos, moléculas tales como
iNOS, arginasa-1, e IDO, y moléculas proteoliticas, como son la plasmina, catepsina By

112,113,247,248

metaloproteinasas (MMP, del inglés) . Los TAMs también pueden suprimir

la actividad citotdxica de los T CD8, ya sea a través de la expresién de ligandos
inhibidores como PD-L1, o a través del reclutamiento de Tregs mediado por CCL22 249,
Los macrdfagos se polarizan a M2 por la presencia de citoquinas como IL-1, IL-4, IL-6,

206

IL-10, CSF, y TNF-a que activan la via de sefalizacién de STAT (Fig. 11) . En particular

para LF, la infiltracion de TAMs se ha reportado como un factor de mal prondstico
208,250,251

Otras células inmunosupresoras que también estan implicadas en el escape
tumoral son neutrdfilos tipo N2 2*%. Los neutréfilos pro-tumorales afectan tanto la
matriz extracelular como el microambiente de las células neopldsicas % Otros factores
secretados por los neutrdfilos que promueven el desarrollo tumoral son CXCL1 (a
través del eje CXCR2), CXCL8 y CCL3 22 |a supresiéon mas importante se produce a
nivel de los linfocitos T CD8", por la secrecién de arginasa-1 que estd almacenada y

241

degradacion de la arginasa extracelular (Fig. 11) “*~. Ademas, en se ha descrito, tanto

en modelos experimentales como en humanos, que las trampas extracelulares de ADN

253
. L

liberado por neutréfilos (NETs, del inglés) se asocian con un peor prondstico 0s

neutrdfilos también se han visto implicados en el proceso de angiogénesis vy
neovascularizacién, mediado en parte por la secrecion de quimioquinas y MMPs 2>%2>,
Ademads, los TANs pro-tumorales secretan la enzima colagenasa-IV y heparanasa,
implicados en la extravasacién de las células tumorales durante el proceso de
metastasis 2°%.

Aunque previamente mencionamos algunas caracteristicas de las células Tregs,
dado que son una de las principales poblaciones celulares inmunosupresoras, no
podemos dejar de nombrarlas en este Subapartado. Expresan IL-10 y TGF-, e inhiben
la presentacion de antigenos asociados a tumor, ya sea en la interaccidn fisica entre las

, . . s . .. 207,2
DCs vy la células T, o por privacién de co-estimulacién 2°/%°

. Las células Tregs también
pueden promover el aumento de la expresidon de IDO por parte de las DCs que median
la supresion de células T por agotamiento del triptéfano y la apoptosis a través de

catabolitos del triptéfano. Las perforinas y granzima B, producida por las células Tregs,
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inducen la apoptosis y citdlisis tanto de células T como DCs. La deprivacion de IL-2 (via
el receptor de alta afinidad de IL-2) y de ATP (via CD39 y CD73) provoca la inhibicién de
la activacién de las células T y su apoptosis. En muchos tipos de cancer, incluyendo
carcinoma gastrico, pancredtico, de mama, cancer colono rectal y de pulmédn, la
presencia de Tregs en el infiltrado celular se asocia a un peor pronéstico **°.

También se ha descrito que las células dendriticas reguladoras (DCregs) y B

reguladoras (Bregs) tienen un efecto inmunosupresor en el microambiente tumoral 2%.

Las células dendriticas pueden sufrir un cambio a un estado regulador (Fig. 11) %’

Dentro de los factores derivados de células tumorales que inducen una disminucién en
la expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86) y una disminucién de
TNF-a, IFN-a, IL-12 y CCL5, se incluyen IL-10, TGF-B, VEGF, and PGE2 "°. Se ha
observado que en tumores establecidos, las DCs son ineficientes para diferenciarse y
activarse y no estimulan el sistema inmune de forma correcta. Estudios recientes

sugieren que la hipoxia, la acumulacion de adenosina, niveles elevados de lactato y

129

una disminucidn en el pH perjudican la funcién normal de las DCs ““". Este cambio en

las DCs en ultima instancia conduce a la anergia de las células T y diferenciacion de las

140,258

células Tregs . La expresidon de moléculas inhibitorias como PD-L1, contribuye a

alteracion de la funcionalidad de las DCs tanto en tumores como en ganglios linfaticos

drenantes. Recientemente se ha sugerido que la presencia de DCs en el microambiente

259-261 -
.M

tumoral se correlaciona con una pobre presentacién cruzada de antigenos as

aun, se ha descrito que el tumor puede propiciar la conversién de las DCs infiltrantes

12

de tumor en reguladoras con funcién inmunosupresora ° En Conejo-Garcia et al.,

260

2016, se revisa la utilizacion de DCregs como blanco de accién terapéutico “°". En el

microambiente tumoral, las pDCs tienden a ser tolerogénicas, favoreciendo Ia
progresion tumoral. En este sentido, se ha observado que el reclutamiento de estas
DCs se asocia con una peor prondstico en cancer de ovario, cabeza y cuello, mama vy
melanoma *°%%%,

Las Bregs se han observado como células inmunosupresoras de la respuesta

| 182,264

antitumora . Uno de los mecanismos mas implicados es la producciéon de IL-10

por parte de las Bregs, que inhibe el efecto antitumoral de células T efectoras *%%*°,
También la expresién de Fas-L y PD-L1 tiene un efecto negativo en la repuesta

antitumoral montada por las células T. Ademas, las células Bregs secretan TGF-B que
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afecta de forma directa el epitelio de transicion en los tejidos tumorales, o en
cooperacién con las vias de sefializacién de Ras o Wnt **°. TGF- B junto con IDO,
también producido por las Bregs, induce la anergia de las células T CD4". Ademas, las
Bregs son una fuente de TNF-a que limita actividad de las células T CD8", y promueven
la expresion de Foxp3 y CTLA-4 en células Tregs a través del contacto célula-célula,

fomentando la supervivencia de ests células inmunosupresoras 264

Fig. 11. Células inmunosupresoras
que participan en el escape tumoral.

Reclutamiento de células S 2N ) Cambio en el fenotipoy Las células tumorales secretan
: e 3B » 5 : 2 L . . .
inmunosupresoras '.‘ BTG c o% funcidn de células inmunes quimioquinas y mtoqumas que

;' e reclutan MDSC, Treg, TAMs, células T

Th17, DCreg, TAN y Breg, y en muchos
casos cambian el fenotipo y la funcién
de las células inmunes normales del

GM-CSF, CXCL1, VEGF,
CXCL2,IL-1B, PGE2,
CXCLS5,MIF

CCLS5, CL22
PGE2, TNF,
galectin 1

L4, SEMASA

PR “iL17 coL22 r{% estado potencialmente antitumoral a
p ) < — . = .
8 Lo potencialmente pro-tumoral. Estas
Mpsc TGFf  The7 T,eg Dc,,g TAN células suprimen directamente las
TGF-B, IL- 1° PD-L1,IL- ‘° funciones citotodxicas de las células NK
BGBP B7-H4 R T
y T CD8" citotodxicas, principalmente a
AV CTLA4 :Bg" través de la expresién de PD-L1, B7-
H4, inhibiendo la respuesta inmune
IL-10, TGF-B, .
Arginase 1 cos~ Tcell NK cell Arginase 1 antitumoral y por lo tanto promueven

tumor.

el escape del
modificada de 2%.

Imagen

Respuesta inmune antitumoral

2.5.3 Evasion de la lisis de células tumorales

Las células tumorales pueden presentar mutaciones en los genes que codifican
para las caspasas o proteinas implicadas en la via de las caspasas. Asimismo, en
algunos tumores se ha observado una sobreexpresion de FLIP (proteina inhibidora de

caspasa 8) '%%¢

. Adicionalmente, se ha observado que las células tumorales pueden
expresar receptores falsos para TRAIL y de ésta forma evadir la apoptosis. La
sobreexpresidn del inhibidor serin-proteasa PI9, es otro mecanismo puesto en marcha
por las células tumorales, que bloguea eficientemente la accién del sistema
perforina/granzima utilizado por las células NK y CTL para lisar a las células tumorales

2 Otros factores gue afectan la lisis mediada por las CTL son la desorganizacion en el

35



citoesqueleto, donde estd implicada la via de sefalizacién de FAK, y la hipoxia, donde

se ven involucradas la induccién de HIF-1a y activacién de STAT3 266,

3 INMUNOTERAPIAS

En los ultimos afos, el creciente entendimiento de los mecanismos que
gobiernan la inmunidad tumoral ha marcado el comienzo de una nueva era para el
tratamiento del cancer. El principal interés en tratar a los pacientes con terapias
enfocadas en la inmunologia, es que la mayoria de los fdrmacos convencionales acttian
a nivel de la divisién celular, teniendo efectos dafiinos también en células sanas,
aumentando la morbilidad y mortalidad en los pacientes. El objetivo de Ia
inmunoterapia es establecer, reparar o aumentar la respuesta inmune frente a una
enfermedad, en este caso las enfermedades oncolégicas. De esta forma, se pretende
conseguir una destruccion selectiva de las células tumorales, eliminando asi los efectos
secundarios de los tratamientos estdndar, y ademas desarrollar respuestas mas

duraderas.

3.1 Tipos de inmunoterapias

Las inmunoterapias clasicamente se clasifican en inmunoterapia pasiva y
activa, y dentro de cada una tenemos las que son especificas, si se dirige contra
antigenos tumorales, y las inespecifica si pretende la activacidén del sistema inmune de
forma global %7 |3 pasiva incluye la transferencia de anticuerpos especificos de tumor,
y células pre-activadas dirigidos contra el tumor (transferencia adoptiva). La
inmunoterapia activa, cuyo objetivo es inducir una respuesta inmune in vivo, incluye
vacunas de distintos tipos, administracion de anticuerpos que interfieren con puntos

267 por

de control, utilizacién de bacterias, y administracion de citoquinas (Tabla 3)
razones de importancia en esta tesis nos centraremos en las inmunoterapias activas,
haciendo una breve mencidn de los otros tipos de inmunoterapias. En Bachireddy et al.,
2015 se muestra de forma cronoldgica los principales avances en inmunoterapias para el

tratamiento de neoplasias hematoldgicas, indicando las que tienen accion directa
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sobre antigenos de la superficie de las células tumorales (panticuerpos anti-CD20 y
anti-idiotipo), las que promueven inmunidad especifica contra antigenos tumorales
(vacunas anti-idiotipo), las que incrementan funciones efectoras inmunes (terapia
adoptiva de células NK, CAR-T), y las que inhiben la supresiéon inmune (inhibidores de

los puntos de control como anticuerpos anti-CTLA-4, anti-PD-1/PD-L1) %%,

Tabla 3. Tipos de Inmunoterapia

Tipos de inmunoterapia Ejemplos
Inespecifica -Terapias adoptivas: células LAK, NK
Pasiva -Anticuerpos monoclonales
Especifica

-Terapia adoptiva: células TIL

-Anticuerpos inhibidores de los puntos de control

. Inespecifica -Bacterias
Activa
-Citoquinas
Especifica -Vacunas

3.2 Inmunoterapia pasiva inespecifica

3.2.1 Inmunoterapia celular adoptiva: células NK

La transferencia adoptiva de células (ACT, del inglés) es un tipo de
inmunoterapia que consiste en extraer células con actividad antitumoral de la sangre
del paciente o de tumores sélidos, expandirlas en niumero y potenciar su actividad
antitumoral, y posteriormente reinfundirlas al paciente ®1 Los tipos celulares efectores
mas evaluados en ACT son los linfocitos T y las células NK, otros son NKT, iNKT y células
asesinas inducidas por citoquinas 269,

En los afos 80, el primer uso clinico de células NK para el tratamiento del
cancer implicaba la infusidn a pacientes con las células activadas ex vivo con IL-2
(células asesinas activadas por linfoquinas (LAK, del inglés)). Aunque se observé
respuesta contra tumor, la eficacia clinica de este tratamiento fue limitada por la
toxicidad de IL-2 y posiblemente por la expansion de Tregs por parte de IL-2 % En la
actualidad, dentro de las estrategias utilizadas en la transferencia adoptiva de células

NK encontramos la utilizacién de NK alogénicas expandidas ex vivo, las cuales no son
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inhibidas por antigenos de histocompatibilidad propios como sucede con las células NK
autdlogas. Otra estrategia utiliza la transferencia adoptiva de lineas estable de NK
alogénicas, lo cual es mas prdctico para el control de calidad y produccién a mayor
escala (Fig. 12A-B). El tercer enfoque implica la modificacién genética ex vivo de células
NK o lineas celulares de NK para sobreexpresar citoquinas, receptores Fc y/o

receptores quiméricos de antigeno (CAR) (Fig. 12C) 3-827°,

A. Transferencia autdloga de células NK B. Transferencia alogénica de células NK
Deplecion de células T
Seleccian de células NK
Proliferacion y activacion de células NE/|

Proliferacion y activacidn in vitro

IL-2
IL12 IL-15 I8 Telulas e o & W, e
21 e - - e oS
TR , 4
= L £élulas NK o
Paciente Donante del donante Faciente
5ano expandidas
® N Perﬁ:r_ma, ®
0", Eranzimas
IL-2 R~ - - IL-2
KIR ] Etc_ep;ur KIR donante
%ﬂ’ 2 E"-.E'\D HLA paciente ,____\
. Activating — —
Celula tumearal ligand 1 L|.5|5 de la célula tumoral LI'5||5|dE la |
\_ﬁ-/ celula tumoral | celula tumora

C. Células NK modificadas para que expresen CAR
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Figura 12. Estrategias utilizadas para transferencia adoptiva de células NK. A. En la transferencia autdloga, las
células NK del paciente son activadas y expandidas in vitro, en presencia de citoquinas. Histéricamente se utilizé IL-
2, pero en la actualidad la utilizaciéon de IL-12, IL-15 e IL-18 aumentan la funcionalidad de las células NK y la
memoria. Para dicha expansidon también se pueden utilizar células “alimentadoras” en el cultivo. Luego las células
NK son reinfundidas al paciente que en general recibe dosis bajas de IL-2 para promover la expansion de las células
infundidas in vivo. Una limitante de la transferencia de células NK autdlogas en la actividad antitumoral son las
sefiales inhibitorias desencadenadas por el reconocimiento de HLA propio. B. En el transplante alogénico, las células
NK se obtienen de donantes haploidénticos (parcialmente compatibles). Las células NK se expanden de forma
similar a las utilizzadas para la transferencia autdloga, pero las células T deben eliminarse para evitar la enfermedad
de injerto contra huesped. En este contexto, las mejores respuestas se obtienen cuando los donantes haploidénticos
no expresan KIRs que reconocen las moléculas HLA del paciente, porque las células NK donadoras no reciben una
sefial inhibidora de las células cancerosas del paciente. C. Las células NK autdélogas o alogénicas pueden ser
manipuladas genéticamente para que expresen CAR de 1ra, 2da o 3ra generacion. La unién de un CAR al antigeno
tumoral proporciona una potente sefial de activacion que desencadena la citotoxicidad de las células NK, lo que
resulta en la eliminacion de la célula cancerosa. Imagen modificada de &
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3.3 Inmunoterapia pasiva especifica

3.3.1 Anticuerpos monoclonales

La posibilidad de utilizar anticuerpos como “balas magicas” ha atraido a los
investigadores durante muchos afios y sigue siendo un area de activa investigacién o1,
La tecnologia de hibridomas permitid la produccién de anticuerpos monoclonales
(mADb) con especificidad definida y en grandes cantidades. A pesar del éxito obtenido
con los anticuerpos anti-idiotipo en 1980, la mayoria de los anticuerpos dirigidos
contra antigenos de célula B o T fallaron en lograr una respuesta clinica 21 La actividad
de los monoclonales como agentes terapéuticos depende de las caracteristicas del
antigeno blanco y del anticuerpo. Los resultados de los ensayos clinicos de los ultimos
25 afios han demostrado que las caracteristicas del antigeno es un factor muy
importante en el resultado clinico de los monoclonales. La molécula diana ideal
deberia expresarse en niveles altos y estables en todas las células del tumor y no
expresarse en los tejidos sanos 2’*. En cuanto a las caracteristicas del anticuerpo, los
primeros ensayos clinicos con monoclonales murinos generaron buenas tasas de
respuesta inmune pero por cortos periodos de tiempo dado la escasa vida media en
suero del monoclonal debido a la generacién de anticuerpos anti-inmunoglobulina

murina '®

. Con la utilizacion de técnicas de ingenieria genética, la produccién de
monoclonales primero quiméricos y posteriormente humanizados ha mejorado la vida
media en suero de los mismos y su actividad clinica 7,

El efecto antitumoral de los mAb ocurre por los mismos mecanismos efectores
que se dan en la eliminacién de patégenos, incluyendo opsonizacion y fagocitosis,
activacion del sistema del complemento y ADCC. Ademas, en caso que el anticuerpo
esté dirigido a moléculas con actividad bioldgica, por ejemplo un receptor, este puede
detener el crecimiento tumoral y conducir a la apoptosis celular °*%%,

La lista creciente de mAb indica el potencial clinico que tiene el utilizar esta
estrategia como inmunoterapia. En la revision de Grover & Park *® se describen la
mayoria de los mAb para el tratamiento de LNH-B, incluyendo los aprobados por la

FDA, asi como los que se encuentran en ensayos clinicos. En la Tabla 4 se

esquematizan los mAb mas importantes desarrollados para el tratamiento de los LNH.
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Tabla 3. Anticuerpos monoclonales

Tipo Anticuerpo Comentario Blanco
mAb quimérico (humano/murino) IgG1 tipo CD20 se expresa
I. Fue el primer mAb aprobado por la FDA en mas del 85%
para el tratamiento del cancer. Su de los LNH de
incorporaciéon a los tratamientos estandar células B, pero
(quimioterapia) hace mas de una década, no en células
Rituximab cambid dzrsilgzmente- -I?s tasas de . progenitoras, vy
respuesta “777"%, convirtiéndose en un | Anti-CD20 | se pierde cuando
componente central para el tratamiento del las células B
LNH. En la actualidad se esta evaluando su normales se
efecto como terapia de mantenimiento y en diferencian a
otros tipos de LNH como en linfoma de células
tejido linfoide asociado a mucosa y linfoma plasmaticas
de Burkitt **?72. secretoras de
mAb totalmente humanizado tipo |, su anticuerpos
blanco es un epitope en CD20 distinto al de 274273 Ademds,
rituximab, desencadenando similar ADCC no se internaliza
que rituximab, pero mejor CDC 77 Fue tras la unién al
aprobado por la FDA para el tratamiento de anticuerpo,  su
leucemia linfocitica crénica refractario expresion es
Ofatumumab luego del tratami.ento con fludarabin.a y Anti-CD20 estable, y no se
alemtuzumab (anti-CD52). En la actualidad desprende de la
estd siendo estudiado en ensayos clinicos superficie 33,
tanto para LNH indolente como agresivo, ya convirtiéndolo en
sea como tratamiento de primera linea o en una diana
pacientes en recaida o refractarios, tanto atractiva para el
monoterapia como combinados con tratamiento  de
quimioterapia % LNH. Los mAb
Sin modificar - - — .
mAb humanizado que tiene una region de anti-CD20
union a CD20 similar a la de rituximab. En pueden ejercer
modelos pre-clinicos, demostré tener su efecto
mayor actividad antitumoral que rituximab, antitumoral
Veltuzumab exhibiendo mayor retencién a la superficie | Anti-CD20 | induciendo la
celular luego de la unién a CD20 78 Ep muerte  celular
ensayos fase I/1l con pacientes portadores via apoptosis o
de LNH refractario fue en general bien por otras vias de
tolerado 2*%. muerte celular,
mAb humanizado tipo I, mostré ser de 5-7 por citotoxicidad
veces mas potente que rituximab para dependiente del
ADCC. Sin embargo, a pesar de la complemento
Ocaratuzumab | efectividad observada in vitro y pre- | Anti-CD20 | (CDC), o por
clinicamente, se desconoce la verdadera ADCC, mediada
contribucidon que tiene este mecanismo a por receptores Fc
nivel clinico % (FcR) 778,
mAb totalmente humanizado tipo Il, , que Dependiendo de
ha sido modificado de modo de aumentar la cudl sea el
afinidad de FcyRllla en células efectoras, mecanismo  por
resultando en un potenciamiento de ADCC, el cual el
. fagocitosis  celular  dependiente  de anticuerpo  anti-
Obinutuzumab . o . .
anticuerpos (ADCP, del inglés) y muerte | Anti-CD20 | CD20 ejerce su

(GA-101)

279-281

directa de células B . Se ha estudiado

tanto como monoterapia

combinacion con quimioterapia. Aunque

como en

aun no se conoce el impacto que tiene para
el tratamiento de LNH indolentes, ya que

accion, se
pueden clasificar
en tipo | o tipo Il
2 Los tipo |
promueven la
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Continuacion Tabla 3.

aun se carece de resultados de estudios en
fase Ill, el incremento en la actividad de
este mAb anti-CD20 es atractivo para el
disefio de tratamientos sin quimioterapia.

También se esta evaluando para el

tratamiento de LNH agresivos con
. . 26 4

resultados promisorios Ademas de

evaluar la combinacion con quimioterapia,
un estudio fase | (GALEN) esta evaluando el
tratamiento combinado de obinutuzumab

. . 26
con lenalidomida

Ademas de conjugar mAb a toxinas y

actividad ADCC y
CDC. Los tipo I
exhiben menores
niveles de CDC,
pero inducen la

muerte  celular
directa. Ambos
tipos de mAbs

son capaces de
activar efectores
del sistema
inmune por la

Ibritumomab drogas, pueden unirse a radionucleidos, con | Anti-CD20 | ligacién a los FcR.
tiuxetan resultados promisorios en pacientes con | conjugado
(Zevalin) LNH en recaida o refractario ™. Zevalin y | aitrio-90
3 Bexxar son dos mAb anti-CD20 comerciales (QOY)
Conjugados a
i . que han demostrado respuestas
radionucleidos . o . . .
tositumomab terapéuticas superiores a las obtenidas con | Anti-CD20
(Bexxar) rituximab. Actualmente se encuentra en | conjugado
estudios fase I/l el uso de rituximab | aiodina-
conjugado a lutecio-177 (177Lu) con | 131 (131|)
resultados promisorios.
Este mAb se estd estudiando en ensayos
fase I/Il en pacientes en recaida o con
Sin modificar Epratuzumab enfermedad refractaria, tanto en linfoma | Anti-CD22
folicular como LDGCB, también en
combinacion con rituximab y R-CHOP 26,282
Es un anticuerpo 18G4 humanizado
conjugado con caliqueamicina (citotoxina
que dafia al ADN de forma directa). Este
3 . . CD22 es un
ADC mostré una fuerte actividad | Anti-CD22 ,
. . ) 28 . antigeno
Inotuzumab antitumoral en linfoma de células B *°. Se | conjugado
.. . . . expresado tanto
ozogamicin ha investigado como monoterapia o en a <1ul 8
or células
(CMC544) combinacion con rituximab y/o | caliquea- P
. . . normales como
quimioterapia, con resultados favorables en micina neopldsicas o
ic u
estudios fase I/l ***?** También se ha p g |
. , participa en la via
estudiado sobre lineas celulares de Lo
. . . . de sefalizacién
Conjugados a leucemia en estudios pre-clinicos. .
- - - de BCR, adhesion
drogas (ADC) Este ADC estd conjugado al el agente anti- celular v
microtubulos  monometil auristatin E L,
] o . regulacion  del
(MMAE). En estudios pre-clinicos, PiV " L,
_ o o ) homing” en las
exhibié una actividad anti-linfoma notoria ,
. células B.
tanto contra el centro germinal como con .
. , . , Anti-CD22
Pinatuzumab las lineas celulares activadas de células B de .
L , L o conjugado
vedotin (PiV) lineas de LDGCB. En la clinica se ha utilizado MMAE
a
como monoterapia mostrando buenos
perfiles de seguridad, y se ha investigado en
combinacion con rituximab en ensayos fase
Il en pacientes en recaida o refractarios con
LF y LDGCB (ROMULUS) %,
mAb 1gG humanizado mejorado, que CD19 es una
. . aumenta la ADCC. Se estd evaluando en . proteina
Sin modificar MEDI-551 i , Anti-CD19
ensayos fase I/ll en pacientes en recaida reguladora de la
tanto con LF como en LDGCB *°. via de
ADC SAR3419 Este mAb estd conjugado al inhibidor de | anti-CD19 | sefializaciéon del
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Continuacion Tabla 3.

tubulina (DM4). Se encuentra en estudios | conjugado | BCR que se
fase | en pacientes con LNH-B indolentes y abM4 expresa en todos
agresivos observandose buen perfil de los tipos de
seguridad 285,286 linfocitos B,
Este mAb estd conjugado al agente excepto en las
antimicrotubulina monometil auristatin F células
(MMAF). Se esta ensayando en estudios . plasmadticas.
. 28 anti-CD19
SGN-CD19A fase I,en pacientes c-on LDGCB B Se conjugado
observd que este anticuerpo conjugado
disminuye el crecimiento y sintesis de a MMAF
proteinas en lineas celulares de leucemia
linfocitica crénica y linfoma de Burkitt 8
CD30 es un
miembro de la
superfamilia del
receptor de TNF
comunmente
expresado en
linfocitos T y B
activados. La
naturaleza
pleiotrépica de la
sefializacién
Es mAb quimérico estd conjugado CD30 puede
quimicamente a MMAE. Se aprobd por la resultar en
FDA para el tratamiento para pacientes con proliferacién
linfoma anapldsico de células grandes en ceIuIarA ) y
Brentuximab recaida o refractario luego de al menos un supervivencia o
vedotin (SGN- | tratamiento previo 2 anti-CD30 | apoptosis Y
a MMAE muerte celular.
35) CD30 estd
altamente
expresado en
linfoma
anaplasico de
células grandes y
en LH y en grado
variable en los
linfomas de
células T y B,
convirtiéndolo en
un blanco
atractivo para la
terapia  basada
en anticuerpos
28
mADb anti-CD40 totalmente humanizado que CD40 es una
en un modelo pre-clinico de leucemia proteina
linfocitica crénica mostré mayor lisis de transmembrana
células B que las obtenidas con rituximab. de la
Sin modificar Lucatumumab | A nivel clinico se encuentra en ensayos fase | Anti-CD40 | superfamilia de

| en pacientes con leucemia linfocitica

;. 287
crénica , y los ensayos fase I/Il en

pacientes con LNH en recaida o refractario

. 288
mostraron que la droga es bien tolerada =

TNF, expresada
en mas del 90 %
de las células B
. 289
malignas . La

42




Continuacion Tabla 3.

Dacetuzumab
(SGN-40)

mAb que actlla como un agonista parcial.
En lineas celulares de linfoma se observd
que induce apoptosis directa, ADCC vy
fagocitosis. Se encuentra en curso un
ensayo fase | con pacientes con LNH-B en
recaida o refractario donde se ha observado
toxicidad aceptable y actividad antitumoral.
Otro ensayo fase | estd estudiando la
combinacion de este mAb con rituximab y
gencitabina en pacientes con LDGCB en

. . 290
recaida o refractario “".

Anti-CD40

ventaja de
utilizar CD40
como blanco

respecto a CD20,
es que se expresa
ademas de en
células B
progenitoras en
los plasmocitos.
La activacion
CD40 por unién
al ligando
(cb4oL)

en un aumento

resulta

de la
proliferacion vy
sobrevida de las
células B
neoplasicas, por
lo que el uso de
mAb  anti-CD40
bloquearia dicha
proliferacion vy
promoveria

ADCCy CDC.

Alemtuzumab

mAb humanizado con actividad CDC, ADCC
e inductor de apoptosis »! sy uso se ha
aprobado en leucemia linfocitica croénica
refractaria al tratamiento con fludrabina >
Ha mostrado su eficacia tanto como
monoterapia como en combinaciéon con
quimioterapia en linfomas de células T
periféricos, asi como en linfomas de células

293-295

T cutdneo . Sin embargo, su uso se ha

asociado a infecciones relacionadas a
inmunosupresion. Ensayos fase Il recientes
han mostrado su eficiencia en linfomas de
células T periféricos tanto como terapia de
tratamiento

consolidacion  luego  del

quimioterdpico tratamiento de

. , 296
primera linea =".

como

Anti-CD52

CD52 es una
glicoproteina de
superficie con
funcién
desconocida que
se expresa tanto
en linfocitos B
comoenT %,

ADC

Polatuzumab
vedotin (PoV)

Es un mAb humanizado anti-CD79 unido
MMAE.
actividad al utilizarse como monoterapia y

mediante cisteinas a Mostré
se han investigado en ensayos fase Il en
pacientes en recaida o refractarios con LF y
LDGCB (ROMULUS) %% Basandose en estos
resultados estd en curso la utilizacion de la
terapia combinada de PoV con rituximab y

quimioterapia.

Anti-CD79
conjugado
a MMAE

CD79 se expresa
en células B
normales,
leucemia
linfocitica cronica
y LNH-B. CD79
a/CD79B son
parte integral de
la estructura del
BCR y de la via de
sefializacion que
regula la
proliferacién
celular, la
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Continuacion Tabla 3.

supervivencia y la
apoptosis, siendo
entonces
atractivo como
blanco
terapéutico para
el tratamiento de
neoplasias de

células B %%,
Es un BIiTE que une CTLs con células B
malignas, con el fin de mejorar la lisis de Son moléculas
células tumorales mediada por células T. Se disefladas  que
observé que esta droga fue bien tolerada unen la cadena

Biespecificos en ensayos fase | con pacientes portadores | anti-CD3/ | Unica variable de

(BiTEs) Blinatumomab de LNH-B en recaida **®. En la actualidad | anti-CD19 | dos anticuerpos
se encuentra en curso un ensayo fase Il en dirigidos a dos
pacientes con LDGCB en recaida o antigenos
refractario y leucemia linfoblastica aguda diferentes *.

18,22

3.3.2 Inmunoterapia celular adoptiva: células T

La primera experiencia clinica en humanos de transferencia adoptiva de células
T fue reportada en 1991 para la profilaxis contra citomegalovirus (CMV) en pacientes
trasplantados. La técnica consistia en expandir células T especificas contra CMV ex vivo
y luego se infundian a pacientes con riesgo de infeccion por CMV, lo que resultaba en

. . 297
una respuesta inmune protectiva contra CMV *°

. Se ha reportado que uso de TILs en
melanoma metastasico es uno de los tratamientos mas efectivos para pacientes con
melanoma metastasico . Sin embargo el uso de TIL en otros canceres es limitada por
ciertos factores incluyendo que no siempre es facil obtener tumores (por ejemplo en
las metastasis donde las biopsias no se obtienen facilmente), los TILs son detectables
de manera reproducible en pocos tipos de cancer, los protocolos para la expansion de
células son complicados (largos y dificiles de estandarizar), y se ha observado que una
vez reinfundidos los TIL pueden revertir a estados inmunosupresores en el

269

microambiente tumoral . Se traté de mejorar los resultados obtenidos con TIL

infundiéndolos junto con IL-2 pero no se observo un efecto antitumoral significativo

269

44



En la actualidad, las principales terapias basadas en la transferencia de células T
para el tratamiento de LNH son: células T especificas del virus Epstein-Barr, para tratar
linfomas inducidos por el virus, y células T modificadas para el receptor quimérico de
antigeno (CAR-T). Otras son células T especificas de antigenos asociadas a tumor (TAA),
y células T modificadas para el TCR *%.

En el dltimo tiempo ha existido un crecimiento vertiginoso en el nUmero de
ensayos clinicos utilizando células CAR-T en las neoplasias hematoldgicas. Son
linfocitos T autdélogos modificados genéticamente para expresar construcciones CAR
2% Dicho receptor quimérico tiene un sitio de unién especifico del antigeno tumoral
codificado por los genes variables de inmunoglobulinas, y la parte citoplasmatica
contiene dominios de sefalizacion tanto de receptores de antigenos como de

moléculas co-estimuladoras (Fig. 13) *%.

A. B.

Célula tumoral ira 2da 3ra

£ . Generacion i6 i6
sitio anti-TAA Generacion Generacion

dominio
transmembrana \

Antigeno CD3Z o FcRy dominio—{§ . =~} .
tumoral CD28 s // .
Mecanismos de Al
muerte celular dominios
multiples
de co-estimulacion
(CD28, 4-1BB)

Figura 15. Receptor de antigeno quimérico (CAR). A. Un CAR se
compone de dominios de receptor especificos de antigenos
tumorales (fragmento variable de la cadena simple) y dominios de
sefializacion, como son los motivos de activacion del
inmunorreceptor basado en tirosina (ITAMs, del inglés) y motivos
citoplasmaticos de CD28, que promueven la activacion de células T.

' ACTIVACION Imagen modificada de ® B. Se esquematizan las tres generaciones
Célula T del paciente de CAR, dependiendo de los dominios citoplasmaticos que
presenten. Imagen modificada de 299

La mayoria de los estudios publicados para el tratamiento de neoplasias de

18,301

células B con CAR-T utilizan células dirigidas a CD19 . La mayor experiencia clinica

ha sido para el tratamiento de leucemia linfocitica aguda en recaida o refractaria,
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299,302
.Enel

donde se ha obtenido respuesta completa en un porcentaje cercano a 90%
ultimo tiempo se ha acumulado evidencia de su utilidad para el tratamiento de
neoplasias linfoides, como leucemia linfocitica crénica y LNH 2. Respecto a los LNH-B
estan en curso estudios con pacientes en recaida o refractarios que utilizan CAR-T con

2% Ademés se estd estudiando la combinacidn del uso de CAR-

resultados alentadores
T con inhibidores de moléculas pequefias (ibrutinib, lenalidomida) o inhibidores de

punto de control inmunoldgico para mejorar la eficacia del tratamiento 2.

3.4 Inmunoterapia activa inespecifica

3.4.1 Inhibidores de puntos de control

Hasta el momento, la inhibicién de ciertos puntos de control, como son de las
vias de sefalizacion de CTLA-4 y de PD-1 ha sido el enfoque terapéutico mas
prometedor para distintos tipos de cancer incluyendo melanoma, cancer de pulmény
carcinoma renal, con ensayos clinicos en curso para otros tipos de cdncer, y neoplasias

hematoldgicos (incluyendo LNH) 1838209303

Ipilimumab es un anticuerpo IgG1
completamente humanizado anti-CTLA-4, aprobado por la FDA para melanoma, y en
actual ensayo para otros tipos de cancer (Tabla 4). Aunque aun no se conoce con
exactitud la eficiencia de este mAb en neoplasias hematoldgicas, los resultados son

promisorios 209

. Mas aun, se estan ensayando terapias combinadas con este mAb,
administrandolo antes y después de transplante de progenitores hematopoyéticos
(NCT01896999, NCT01729806, NCT01592370, NCT01919619, NCT01822509) 18
Ademas se encuentra en ensayo clinico fase I/Ill el mAb Tremelimumab, para
melanoma, cancer de higado, mesotelioma, colono rectal y pulmén *.

Existen distintos mAb anti-PD-1 en desarrollo, la FDA aprobd Nivolumab,
anticuerpo lgG4 totalmente humanizado, para el tratamiento de melanoma, pulmoén vy
carcinoma renal, y Pembrolizumab (lambrolizumab), anticuerpo humanizado 1gG4,

18,304 Otros

para el tratamiento de melanoma y céncer de cabeza y cuello (Tabla 4)
mAb anti-PD-1 en desarrollo son Pidilizumab (IgG1 humanizado), siendo estudiado
para el tratamiento de melanoma, cancer renal, de pancreas, prostata y linfoma,
AMP-224 y AMP-514. Todos estos mAb anti-PD-1 estan siendo probados en ensayos

18,304

clinicos para el tratamiento de distintas neoplasias hematologicas . Ademas, se
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encuentran en desarrollo anticuerpos contra el ligando de PD-1 (PD-L1) 305,

Atezolizumab (MPDL3280A), un mAb IgG1 humanizado ha sido aprobado por la FDA
para el cdncer de vejiga y pulmdn y estd siendo estudiado para varias neoplasias
hematoldgicas como monoterapia, o en combinacién con otros agentes como
obinutuzumab en pacientes con LF o LDGCB en recaida o refractario, y también a esta
combinacién se le agrega lenalidomida, bendamustina, o quimioterapia (CHOP) en

estudios fase I/11 8,

Tabla 4. Inhibidores de los puntos de control

Anticuerpo Banco
Ipilimumab Anti-CTLA-4
Nivolumab Anti-PD-1
Pembrolizumab Anti-PD-1
Pidilizumab Anti-PD-1
Atezolizumab Anti-PD-L1

3.4.2 Bacterias

El uso de bacterias como agentes antitumorales data del siglo XIX, siendo

306,307

William B. Coley el primero en emplearlas . Coley observé un efecto antitumoral

potente en un grupo extenso de pacientes con cancer, pero su uso fue discontinuado

debido a la alta toxicidad del procedimiento 308-310

En la actualidad el desarrollo de terapias antitumorales basadas en

306 Las

microorganismos vivos esta nuevamente en foco de investigacion
caracteristicas del microambiente tumoral, incluyendo vasos sanguineos anormales y
regiones hipdxicas y necrdticas hace que sea propicio para la colonizacion por
bacterias anaerobias obligadas, como Clostridium y Bifidobacterium, y facultativas

311-322

como Streptococcus, Escherichia, Listeria y Salmonella . Se han evaluado terapias

basadas en la administraciéon de bacterias solas y también usando la bacteria como

323324 En Felgner et al., 2016 se

vector de antigenos tumorales o genes terapéuticos
revisan las bacterias recientemente utilizadas como terapia antitumoral, tanto en

estudios pre-clinicos como clinicos (Tabla 5y 6).
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Tabla 5. Estudios pre-clinicos con bacterias. Ejemplos de estudios pre-clinicos recientes (desde 2012) donde se

utilizan bacterias como terapia antitumoral. Datos extraidos de 306,

ESPECIE ANOD MODELOD RESULTADOC

C. novyi 2014 Spontaneous, dog Colonization and prolonged survival

C. novyi 2015 Glioblastoma, rat Colonization and prolonged survival

B. infantis 2013 Bladder, rat High tumor specificity by engineered strain

L. monocytagenes 2014 Ovary, mouse Reprogramming of M2-Mg, iNOS-mediated tumor cell lysis
L. monacytogenes 2014 Pancreas, mouse Prolonged survival

(ANZ-100)

?A"Il');%hlmurmm 2012 Breast, nude mouse Intravenous administration most effective for tumor targeting
f;'ll'}%))lnmunum 2012 Brain, nude mouse Tumor growth inhibition and prolonged survival
?A'Iy;%himurium 2014 Bone metastasis, nude mouse Inhibition of breast cancer bone metastasis
(SA']T!’;ShimU rium 2014 Pancreas, nude mouse Tumor growth retardation, A-VEGF supports therapy
E‘i;\j};fjhimurium 2015 Ovary, nude mouse Prolonged survival, less metastasis formation

S. Typhimurium 2015  Carcinoma (CT26), mouse Complete tumor rejection in all cases by recombinant strain
E. coli 2015 Breast (411), mouse Secretion of toxic compound, reduced tumor volume

La. acidophilus 2014 Carcinoma (CT26), mouse Increased apoptosis and tumor growth suppression

Tabla 6. Estudios clinicos con bacterias. Ejemplos de estudios clinicos recientes (desde 2002) donde se utilizan
bacterias como terapia antitumoral. Datos extraidos de 306,

ESPECIE ANO COHORTE RESULTADO
S. Typhimurium 2002 24 patients with metastatic melanoma; 1 [cI;;J::ltzlil)tI:oUnf:?;T;Z::?Ei?;i:;?:r
(VINP20009) - patient with metastatic renal cell carcinoma ) !
response
S. Typhimurium 2003 3 patients with advanced and metastatic 66% tumor colonization, measurable
(TAPET-CD) © solid tumors activity of cytosine deaminase in tumor
C. novyi-NT 2014 | patient with advanced leiomyosarcoma Tumor reduction within and surrounding
the bone
. Pati ith soli h: .
C. novyi-NT Active Fatients wﬂ.‘ solid tumors that do not Recruitment (NCT01924689)
respond to standard therapy
L. monocytogenes 5 . . . . S o
(ANZ-100 and 2011 _i npca:.t ‘:15 ;ﬂfuvl\;ltllnsrc{]jLi E;nors (liver, ::f:-‘; :icoc:les that resulted in immune
CRS-207) p 5 ung ’
g‘é:;?;j;t:}?)rug{m“ Active 90 patients with pancreatic cancer Extended survival with minimal toxicity

Una de las formas mads antiguas y eficaces de inmunoterapia activa

inespecifica ha sido la utilizacion del bacilo de Calmette-Guerin (BCG), una forma

atenuada del bacilo Mycobacterium bovis, que ha mostrado ser un potente

estimulador del sistema mononuclear fagocitico. Actualmente, es el tratamiento de

primera linea para el carcinoma superficial de vejiga junto con la reseccién transuretral

de los pdlipos. Ha mostrado incluso ser mas efectivo que la quimioterapia

325

Mediante administracion intravesical, se logra obtener altas concentraciones de la
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bacteria, lo que conduce a la generacidn de una respuesta inmune local, caracterizada
por la expresion de diversas citoquinas y por el reclutamiento de linfocitos y células
mononucleares, que culmina con la generacion del efecto antitumoral deseado, donde
los mecanismos efectores principales son la actividad antitumoral directa del IFN y la

326 Adicionalmente, BCG ha sido utilizado en

actividad citotéxica de las células NK
ensayos clinicos como adyuvante en vacunas antitumorales en diferentes tipos de
tumores (tumores de sistema nervioso central, carcinoma de colon, melanoma, entre

3% También se han utilizado cepas de BCG genéticamente modificadas para

otros)
producir citoquinas. Por ejemplo, se utiliz6é como adyuvante de una vacuna para
melanoma una cepa de BCG modificada para expresar IL-2, , que mostrd suprimir el

crecimiento tumoral 3%,

3.4.2.1Bacterias anaerobias estrictas
Dentro de este grupo las mas utilizadas son las bacterias gram-positivas del

género Clostridium vy Bifidobacterium 3**

. Estas bacterias pueden sélo replicarse en

condiciones de anoxia y por ello se acumulan preferentemente en las regiones
s 327
necréticas de los tumores ™.

El primer reporte del efecto antitumoral de Clostridium fue en el afio 1813,

luego de observar que pacientes que habian adquirido una gangrena gaseosa,

I 328

presentaban regresién tumora . Posteriormente, Connell utilizd filtrados estériles

de C. histolyticum y observd regresidn tumoral, que fue atribuida a la produccién de

. soe 2
enzimas proteoliticas >*®

. Se observo que las condiciones del microambiente tumoral, a
diferencia de los tejidos normales, propician la supervivencia de Clostridium. Se
postuld que esto era debido a la hipoxia y necrosis en el tumor, condiciones que no
estdn presentes en los tejidos normales bien oxigenados 329 Ademas se demostré que
el efecto antitumoral de Clostridium ocurria en tumores de mediano y gran tamano,
con extensas areas de necrosis, mientras que dicho efecto no se observaba en las
lesiones metastasicas con pequefio volumen tumoral y por lo tanto carente de areas
hipdxicas. En 1970 se realizd un ensayo clinico con C. butyricum en pacientes con
tumores encefdlicos. Se demostré que los tumores se convertian en abscesos que

podian ser tratados quirdrgicamente >%°.
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Las especies de Clostridium presentan numerosos obstaculos como terapia
antitumoral, sélo se replican en tumores voluminosos, inducen respuestas
inflamatorias importantes lo que determina numerosos efectos adversos y generan
abscesos intratumorales. Sin embargo con el desarrollo de nuevas herramientas de
biologia molecular para la manipulacién genética, esta bacteria ha ganado interés para

utilizarla en el tratamiento del cancer ****!

. En particular dichas técnicas permiten
reducir su toxicidad e introducir en ellas por ejemplo, enzimas convertidoras de pro-
drogas, citoquinas, entre otras para ser utilizadas como vectores tumor-especifico 324,
Bifidobacterium es una alternativa atractiva para ser utilizada en lugar de
Clostridium. Es una bacteria gram-positiva, anaerobia, que a diferencia de Clostridium
no es patogénica, no forma esporas y se encuentra naturalmente en el tracto digestivo
de mamiferos, siendo segura administrarla como terapia antitumoral en humanos. Se
ha visto que luego de su administracidn intravenosa coloniza grandes masas tumorales
de varios tipos tumorales murinos >*2. Sin embargo, al igual que Clostridium, se ha visto
que Bifidobacterium soélo coloniza tumores mayores de 1,5 cm y es pobremente
distribuida en la masa tumoral, por lo que las masas tumorales pequefas y metastasis
no son colonizadas. Al igual que Clostridium, en la actualidad el uso de esta bacteria
como inmunoterapia se centra en la utilizacion de la misma como vehiculo de
expresion de enzimas convertidoras de pro-drogas, citosina deaminasa y ha sido

. . . ;. 20,324
combinada con factores anti-angiogénicos >%3*,

3.4.2.2Bacterias anaerobias facultativas
La utilidad de las bacterias anaerobias estrictas como terapia antitumoral se
encuentra limitada porque sélo colonizan y replican en condiciones de anoxia y por
ello no colonizan metdstasis y tumores pequefios. Una alternativa es la utilizacién de
bacterias anaerobias facultativas, como Salmonella, que tienen la propiedad de
colonizar y replicarse tanto en condiciones de anoxia como en zonas oxigenadas de los
tumores pudiendo entonces, colonizar tumores pequefios **.
En 1997 Pawelek demostré que la inoculacién de cepas de Salmonella
auxotréficas con mutaciones en las vias de las purinas, a animales portadores de
tumores (melanoma, pulmdn, colon, mama, higado) genera replicacién bacteriana

preferencial en el tumor, con una relacidn de bacterias en el tumor en comparacién
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con el tejido normal mayor a 1000/1, con un efecto terapéutico antitumoral notorio
334 Estas observaciones y el hecho de la facil manipulacién de Salmonella, hace que
esta ultima sea interesante de utilizar como terapia antitumoral.

Salmonella se acumula y replica preferentemente en el microambiente
tumoral, lo que ofrece el potencial de amplificar el efecto terapéutico en el sitio del

tumor, evitando el efecto téxico en los tejidos adyacentes 319,333

. Puede multiplicarse
tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas, de modo que puede replicarse
tanto en tumores pequeiios como grandes; ademas posee flagelo que permite la
dispersiéon de la bacteria en todo el tumor. Se ha encontrado una gran cantidad de
bacteria en zonas necrdticas e isquémicas, siendo un beneficio ya que estas areas son

mas resistentes a la radiacién y a la quimioterapia >*>*’

. Una caracteristica atil que
posee esta bacteria es que puede ser atenuada por mutaciones genéticas, permitiendo
la generacién de cepas atenuadas, y ademds puede ser utilizada como vector de
entrega de moléculas terapéuticas 2%,

Uno de los principales problemas que tenia el uso de Salmonella para el
tratamiento del cadncer es que es altamente inmunogénica e induce shock séptico
mediado por TNF-a. Por este motivo se han desarrollado cepas de Salmonella
auxotréficas menos virulentas de modo de reducir su capacidad de producir shock

333,338,339

séptico . En particular para nuestro trabajo utilizamos la cepa de Salmonella

enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium), LVRO1, construida en nuestro
laboratorio. Esta cepa estd atenuada por delecién del gen aroC (via de los compuestos
aromaticos). Es sensible a la ampicilina y requiere de compuestos aromaticos para su
crecimiento >*°.

Salmonella ha sido usada como una terapia antitumoral efectiva en distintos
modelos de cancer, incluyendo melanoma, pulmdn, colon, mama, renal, hepatico,

307,321,323,325,341-345

préstata y hematoldgicos . En la revision de Zheng et al., 2016 se

analizan las distintas aproximaciones terapéuticas utilizando cepas atenuadas de
Salmonella, ya sea por la citotoxicidad natural de la bacteria o en combinacién con
otras terapias, como vectores en vacunas, o modificadas para que expresen citoquinas,

333

reguladores, antigenos tumorales, ARN interferente o enzimas *°°. En Wang et al,,

2016 y Zheng et al.,, 2016 se revisan las cepas de Salmonella con mayor potencial

terapéutico antitumoral para ser utilizadas a nivel clinico (Tabla 7) **.
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En lo que respecta al uso de Salmonella como inmunoterapia para linfoma,
previamente nuestro grupo de trabajo reporté que la administracién de una cepa
atenuada de Salmonella desencadena una potente repuesta inmune antitumoral en
animales portadores de linfoma A20, que se traduce en un retardo en el crecimiento
tumoral y extensidn de la sobrevida **®. Mas atn, Vendrell & col., reportaron que el
uso de Salmonella tiene un efecto terapéutico en un modelo de linfoma T metastasico
347

Se han llevado a cabo ensayos clinicos con cepas atenuadas de Sa/monella en
tumores sélidos metastdsicos refractarios a la terapia convencional, siendo S.
Typhimurium VNP20009 la mds utilizada. En particular, se probd esta cepa como
tratamiento de melanoma metastdsico y carcinoma renal metastasico. Los resultados
obtenidos de estos estudios no tuvieron demasiado éxito, por lo que se intenté
mejorar la eficacia terapéutica donde la cepa VNP20009 se modificé para expresar una
enzima que convierte 5-Fluorocitocina (pro-droga que se administraba con la bacteria)
en 5-Fluorouracil (droga con efecto tdxico), en un modelo pre-clinico. Los resultados
obtenidos con este ensayo mostraron que S. Typhimurium puede entregar genes

terapéuticos a tejidos malignos a dosis seguras 333,

Tabla 7.Cepas atenuadas de S. Typhimurium con potencial terapéutico antitumoral para ser utilizadas en la clinica.
Datos extraidos de ***.

CEPA GENOTIPO DESCRIPCION
VNP20009 Amsb, Npurl Lipid A-modified to reduce septic shock induction; purine-dependent
Al-R leucine and arginine Leucine/arginine-dependent
auxotrophs

A ppGpp MrelA, AspoT Defective in ppGpp synthesis; non-invasive to mammalian cells

SL7207 AaroA Aromatic amino acids synthesis depends on p-aminobenzoate and 2,3-dihy-
droxybenzoate

LH340 MphoP, Apho@ Cytoplasmic transeriptional regulator (PhoP) and membrane-associated
sensor kinase (PhoQ)

SL3261 AaroA Blocked in aromatic synthesis

BRD509 AaroA, SaroD Aromatic compound-dependent

S5A186 AznuABC Deletion of the whole znuABC operon, which encodes the high-affinity zinc
transporter

LVRO1 MaroC Auxotrophie for ecertain aromatic compounds

YB1 AaroA Engineered to express the essential asd gene under the control of a hypo-
xia-inducible promoter

RE&8 AareA, Adam Defective in DNA adenine methylase; fails to secrete the protein; non-in-
vasive to mammalian cells

SB824 MaroA, AsptP Reduction of virulence gene expression

MvP728 ApurD, AhtrA Adenine-dependent; unable to survive in macrophages
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3.4.2.3 Respuesta inmune generada por las bacterias

Los componentes microbianos activan al sistema inmune innato y adaptativo a
través del reconocimiento de PAMPs. En mamiferos se han identificado varias familias
de receptores PRRs que reconocen PAMPs, entre los que se destacan los receptores
tipo toll (TLRs) (Fig. 14), receptores de unidn a nucledtidos (NLRs), receptores tipo
lectina C y receptores de induccién del gen de acido retinoico (RLRs) **33%°.

Salmonella, posee numerosos agonistas de TLR, que al unirse con su ligandos
puede inducir la apoptosis de las células tumorales **°, y aumento de la permeabilidad
vascular y reclutamiento leucocitario en el tumor favoreciendo la lisis de células
tumorales por células NK o T citotdxicas. Las células NK pueden activarse y aumentar
su actividad citolitica en el sitio de la inflamacidn a través de los receptores TLR. Se ha
demostrado que estas células expresan TLR-3 y TLR-9 y son capaces de responder
frente a antigenos virales y bacterianos. La exposicién de las células NK y de las DCs al
ARN (ligando de la molécula TLR-3) determina la secrecién de IL-12 por las DCs y la
activacion de las células NK. Ademas las células NK activadas a través de la via TLR, en
presencia de IL-12, liberan citoquinas incluyendo IFN-y y TNF-a adquiriendo una
elevada actividad citolitica. También estimulan la inmunidad adaptativa y tienen un rol
adyuvante. Ademas inhiben la diferenciaciéon y proliferacién de células Tregs. La
respuesta inmune que promueve Salmonella hace que sea una buena opcién para ser
utilizada como terapia antitumoral. Dados los efectos que tienen los agonistas de TLR
en la respuesta inmune antitumoral, se vienen ensayando diferentes agonistas TLR
como inmunoterapias antitumorales o como adyuvantes en la construccidén de vacunas
contra el cancer *”°.

Previamente nuestro grupo de trabajo reportd que la administracion de
Salmonella a ratones portadores de linfoma A20 genera una potente respuesta
antitumoral. A nivel local, se observé reclutamiento de neutrdfilos, células T CD8" y NK
activadas al sitio tumoral, y a nivel sistémico la administracion de la bacteria generd

. . 4
una respuesta especifica con un perfil Thl 346
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Figura 14. Funcion fisioldgica de

Peptidoglicano (gram-positivas) LPS (gram-negativas) los TLRs. Los TLRs estan
Acido lipoteicoico (gram-negativas) DAMPs implicados en el reconocimiento
Lipoproteinas P

de PAMPs y DAMPs. Esto ocurre

tanto en la membrana plasmatica
como en compartimentos
intracelulares. Después de la
interaccion de TLR con su ligando,
ya sea directamente o a través de
moléculas (CD14, MD2 y CD36),
los TLR se dimerizan y transmiten
sefiales por medio de moléculas
adaptadoras tales como MYD8S,
TIRAP, TRAM y TRIF. Esto conduce
a una cascada de sefializacion
intracelular que finaliza en la
activacion de NFkB, MAPKs e IRF.
Estas vias resultan en la activacién
de la respuesta inmune innata y
adaptativa, la inflamacién y Ia
reparacion de tejidos. Imagen

modificada de >*%.

Sefializacion
NF-kB, IRF y MAPK

3.4.3 Citoquinas

El hecho que las citoquinas puedan incrementar la inmunogenicidad vy
promover la regresion tumoral ha hecho que aumente el interés en el estudio de las
mismas y su aplicacion clinica en pacientes con cancer. El perfil y la cantidad de
citoquinas producidas en respuesta a la invasidn por microorganismo, a las células
tumorales o a otras sefiales como DAMPs, define si las respuestas inmunes posteriores
tendran efectos beneficiosos o perjudiciales para el huésped ***.

La utilizacién de citoquinas como monoterapia o junto con planes de
guimioterapia forma parte de los tratamientos actuales de pacientes con cédncer. Un
ejemplo es la utilizacién de IL-2 para el tratamiento del carcinoma renal y melanoma
en estadios avanzados, que ha sido aprobada por la FDA hace ya varios afios >2, y el
IFN-a, utilizado en el tratamiento de tricoleucemia, linfomas de bajo grado, mieloma,
melanomas, tumores carcinoides e hipernefroma >>2.

La utilizacion de citoquinas formando parte de formulaciones en vacunas, se

2 . .
0 Un abordaje consiste en

encuentran en fase de ensayo pre-clinico y clinico
incorporar a la vacuna, citoquinas de tipo Th1l o Th2 de forma de modular la respuesta
inmune hacia el fenotipo deseado. Existen numerosos reportes en modelos

experimentales y en ensayos clinicos que utilizan este abordaje en la construccién de
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vacunas tanto antivirales como antitumorales y muestran que el mismo es efectivo 1
También se han incluido citoquinas en diferentes preparados vacunales, con el
propésito de incrementar el reclutamiento de células presentadoras de antigeno en el
sitio de la vacuna. Este abordaje ha sido particularmente utilizado para estimular e
incrementar la respuesta inmune en las vacunas de ADN. Resultados alentadores se
han obtenido con la utilizacién de citoquinas como GM-CSF, IL-2, IL-12, IL-18, IFN-y,
TNF-a, entre otras >>'. También se han utilizado otros citoquinas como IL-8, RANTES,
CCL19 y CCL21, entre otras. Ademds la combinacion de mas de una citoquina ha

mostrado efectos sinérgicos ’°.

3.4.3.1IL-2
La IL-2 es una glicoproteina inmunomoduladora producida principalmente
por células T CD4" activadas y, en menor medida, por células T CD8", NK, NKT y DCs

activadas *3

. Tiene una gran variedad de efectos inmunoldgicos incluyendo activacion
de células T citotdxicas, y activacion de células NK en las que induce la produccion de
IFN-y, asi como su proliferacion y actividad citolitica. Asimismo, promueve la
proliferacién y activacién de células B **. Esta citoquina es considerada crucial en la
regulaciéon de una respuesta inmunitaria efectiva contra el cancer. La administraciéon
de IL-2 conduce a la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias, incluyendo TNF-a, IL-
1B, IL-6, IFN-y. Sin embargo, también es un potente regulador inmune mediante la
expansion de las células Treg, asi como la promocidon de la muerte celular inducida por
la activacion (AICD, del inglés) de células T, caracteristicas que van en detrimento de

352

una respuesta antitumoral efectiva *>“. Esto concuerda con los resultados previamente

obtenidos por nuestro grupo de trabajo, donde al utilizar una vacuna a células enteras,
cuya formulacién incluia IL-2, se observé un aumento en el nimero de Tregs ***.
También a nivel clinico se ha observado que pacientes tratados con IL-2 presentan un
aumento de Tregs 335,356

La IL-2 se ha utilizado en distintas aproximaciones para el tratamiento del
cancer, incluyendo monoterapia, combinada con otras citoquinas, quimioterapicos,
otros farmacos dirigidos, inhibidores de los puntos de control, para realizar la
expansion ex vivo en ACT (TIL), y con vacunas peptidicas. Como monoterapia, la FDA

aprobd el uso de IL-2 para el tratamiento de melanoma y de carcinoma renal
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metastasico >°’. En estos ensayos se observé que la administracién en forma sistémica
de IL-2 se asociaba a numerosos efectos adversos, obligando a suspender el

tratamiento en ciertos casos >

8 Posteriormente, una serie de ensayos clinicos en
pacientes con melanoma se centraron en estudiar la respuesta terapéutica de IL-2 a
altas dosis junto a otras citoquinas (IFN-a) o regimenes de quimioterapia como forma

de mejorar las tasas obtenidas 392

. Algunos de estos estudios lograron escasas mejorias
en términos de respuesta completa o parcial, pero con mayor toxicidad. En modelos
pre-clinicos se observéd un efecto sinérgico del tratamiento de Rituximab e IL-2
comparado con ambos tratamientos por separado **2. Posteriormente se realizaron
ensayos en fase | y Il en pacientes con LF en recaida o refractarios, con resultados

contradictorios 2/>3>973%1

. Khan y col. llevaron a cabo un ensayo en fase Il con mayor
numero de pacientes, mostrando que la utilizaciéon de IL-2 genera in vivo una
expansion de células NK e in vitro aumento de ADCC del Rituximab, pero estos efectos
no son reflejados en una mejoria de la respuesta clinica al Rituximab 3¢

También se llevé a cabo un ensayo fase Il para estudiar la eficacia y seguridad
de la inmunoterapia adyuvante con células asesinas inducidas por citoquinas (CIK, del
inglés) estimuladas con IL-2 en el tratamiento posquirdrgico en pacientes con hepato-
carcinoma, observandose un aumento en la sobrevida global en comparacion con el

grupo control 337

. Las CIK activadas son una poblacién heterogénea de células T que
comparten las propiedades fenotipicas y funcionales de las células NK, tales como la
expresion del receptor NKG2D, exocitosis de granulos, secrecién de citoquinas y
citotoxicidad. Las CIK son capaces de erradicar tumores malignos hematoldgicos y
sélidos. Por lo tanto, IL-2 puede actuar como un adyuvante viable para otros agentes

terapéuticos en el tratamiento de tumores sélidos **’.

3.4.3.2IL-15

La IL-15 fue inicialmente caracterizada como un factor de crecimiento para
las células T con similares propiedades in vitro que la IL-2. Los receptores de IL-2 e IL-
15 contienen la misma subunidad B y v, y la via de sefializacién de ambos receptores
son similares, por lo que se asumid que tenian funciones similares. Tanto la IL-2 como
la IL-15 activan a las células NK y promueven la proliferacién de células T e inducen la

generacioén de células T citotdxicas, facilitan la proliferacion de células B y la sintesis de
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inmunoglobulinas. Sin embargo, in vivo se ha demostrado que estas dos citoquinas

3627384 Cuando las células T CD4* son estimuladas

tienen algunas funciones diferentes
en forma repetitiva por la IL-2, estas van a la apoptosis por AICD, mientras que la IL-15
tiene el efecto opuesto y a su vez inhibe la muerte por apoptosis inducida por la IL-2
7 Adicionalmente, la IL-2 participa en el mantenimiento de las células Tregs, mientras
que la IL-15 no tiene efecto sobre éstos. La IL-15 estimula ademads la proliferacién de
células T CD8" y permite la sobrevida de células T CD8" de memoria. Ademas, la IL-15
promueve el desarrollo de DCs, activa a macréfagos e induce la produccién de

3657367 Debido a estas

citoquinas pro-inflamatorias por parte de los macréfagos
diferencias inmunolégicas, sumado a que previamente nuestro grupo de trabajo
observé un incremento en la poblacién de células Tregs al utilizar una vacuna celular

2 ** para mejorar el efecto terapéutico en el presente

cuya formulacién incluia IL-
estudio planteamos el uso de IL-15 como parte la vacuna.

La IL-15 ha mostrado efectos antitumorales en modelos murinos incluyendo
carcinoma de colon MC38, CT26, NXS2 neuroblastoma, melanoma B16,
rabdomiosarcoma, adenocarcinoma de pulmén (LA795). En Van den Bergh et al., 2014
se revisa gran parte de los ensayos pre-clinicos realizados hasta la fecha, la mayoria en
combinacidn con otras terapias, ya sea administrada con otras citoquinas, con terapia

adoptiva de células, con inhibidores de los puntos de control, y quimioterapia 368,

Respecto a los ensayos clinicos, se han probado distintas terapias combinadas %>,
Una utiliza quimioterapia (fludarabina/ciclofosfamida) con terapia adoptiva de células
e IL-15 humana recombinante en pacientes con leucemia mieloide aguda
(NCT01385423), melanoma (NCT01369888) y otros tumores sdélidos en etapa avanzada
(NCT01875601). La segunda estrategia combina el uso de una vacuna a células
dendriticas con IL-15 luego de la cirugia en pacientes con melanoma en estadio Ill o en
estadio IV (NCT01189383). Aunque existe evidencia que la administracion de IL-15 es
eficiente como tratamiento antitumoral los resultados aun no son dptimos. Se ha
observado que IL-15 unida al receptor 15Ra tiene mayor afinidad por IL-15RB/yC que
la IL-15 libre. La unién del complejo IL-15/IL-15Ra a IL-15RB/yC en la superficie de la

362370374 Esto llevd a probar la

célula efectora se conoce como transpresentacion
tercera combinacion (ALT-803), la cual utiliza IL-15 con el dominio sushi de IL-15Ra y

ha sido previamente probado en un modelo de mieloma multiple murino y un modelo
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375376 |4 terapia con ALT-803 se utilizara en estos ensayos clinicos

de cancer de vejiga
para tratar el mieloma multiple (NCT02099539), el cancer de vejiga (NCT02138734) y el
melanoma avanzado (NCT01946789). Se ha observado que el uso del complejo IL-
15/IL-15Ra mejora la proliferacion y aumenta la actividad antitumoral de las células NK
y T CD8", lo que conduce a una respuesta antitumoral mejorada respecto a la
utilizacién de IL-15 sola *"*377378,

Como mencionamos anteriormente para la transferencia adoptiva de células
NK, en la actualidad la expansidn y activacién ex vivo se realiza con IL-15 (sumado a IL-

2 %% Esto es debido a que el uso de IL-15

12 e IL-18) en lugar de hacerlo con IL-
promueve la memoria de las células NK y estas células en comparacién con otro tipo
de células NK utilizadas en la transferencia adoptiva tiene un reconocimiento del
blanco potenciado, aumento en la capacidad citotdxica, aumento en la producciéon de
IFN-y y TNF en respuesta al blanco tumoral, ligacién del FcyRllla, y estimulacién del
receptor de citoquinas. Estas funciones son mantenidas en las células hijas. Ademas
esta respuesta esta potenciada aunque haya receptores de inhibicién unidos a sus
ligandos. También se ve aumentada la expresiéon de receptores de activacion,

citoquinas, y “homing” de las células NK (NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, TRAIL, CD25
(IL-2Ra), CD62L) .

3.4.3.3IFN

Desde hace afios se conoce la importancia de los IFNs en la inmovigilancia e
inmunoedicion del cancer *’°. Por este motivo la utilizacion de los mismos podria ser
una buena estrategia para el tratamiento antitumoral.

Los IFN tipo | han sido considerados desde hace mucho tiempo como “factores
de crecimiento negativos” que contribuyen a la erradicacién de patdgenos o células
tumorales mediante la induccién de la apoptosis, modulando la expresion génica de
proteinas claves en el control del ciclo celular y la apoptosis. Inhiben la proliferacién
celular, estimulan la actividad citotdxica linfocitica, estimulan la actividad fagocitica y
tumoricida de macrdéfagos, estimulan la expresidn de antigenos de superficie, y tienen
efectos anti-angiogénicos ’®. Administrando a ratones anticuerpos neutralizantes para

IFN y desafiandolos posteriormente con diferentes tumores trasplantables, se
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demuestra que los IFN tipo | restringen el desarrollo de tumores y constituye un
componente esencial de los mecanismos de defensa antitumorales 380,
Los primeros neoplasmas tratados con éxito con IFN, fueron los hematoldgicos

31 Inicialmente se obtuvieron buenos resultados en pacientes portadores de

tricoleucemia>®23%

. Posteriormente fue utilizado para el tratamiento de la leucemia
mieloide crénica, donde se obtuvieron buenas respuestas y fue el tratamiento de
primera linea de esta enfermedad hasta la introduccién de los inhibidores tirosin-

385386 |EN-o también ha sido utilizado con éxito en el tratamiento de tumores

quinasa
solidos. Se han reportado resultados alentadores en melanoma, carcinoma de células
renales, tumores neuroendocrinos, carcinoma hepato-celular, sarcoma de Kaposi,
entre otros ',

El IFN-y regula el crecimiento tumoral en forma directa e indirecta: ejerce
efectos citostaticos y citotoxicos en las células tumorales, induce la expresién de
quimioquinas que inhiben la angiogénesis, aumenta la expresion de moléculas de MHC
Iy Il, y es un potente activador de macréfagos ®1 En cuanto al uso de esta citoquina en
ensayos clinicos se ha realizado un ensayo en fase lll en pacientes con cancer de
ovario, donde se demostré que la administracidon de IFN-y junto con quimioterapia
genera un incremento significativo en la sobrevida libre de enfermedad con una

toxicidad aceptable 387

. Sin embargo, el IFN-y no mostrd beneficios en términos de
progresion de la enfermedad y sobrevida en el tratamiento de pacientes con
carcinoma renal metastasico 2.

Los IFN tipo lll, (IFN-A) juegan un rol crucial controlando las infecciones virales
y estableciendo una respuesta inmune innata antitumoral. IFN-A se ha probado en
modelos animales de cancer, enfermedades autoinmunes e infecciones virales, y los
resultados obtenidos de ensayos clinicos de pacientes con hepatitis C se fueron
exitosos **°. Aunque aun no se han realizado ensayos clinicos con pacientes portadores

de neoplasias hematoldgicas, por los resultados obtenidos a nivel pre-clinico, se cree

que la utilizacién de IFN-A podria ser una estrategia terapéutica promisoria 389,

3.4.3.4GM-CSF
GM-CSF es una citoquina que estimula la proliferacion y diferenciacién de las

colonias de granulocitos y macréfagos y otras células relacionadas como monocitos y
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DCs **. Ademas, prolonga la sobrevida de los TILs y de esta forma mejora la actividad
antitumoral **. Se ha evaluado su aplicacién como un “booster” inmunoldgico en

3% En un

ensayos clinicos en melanoma, cancer colono rectal y carcinoma mamario
modelo pre-clinico de LNH A20 se demostré que la vacunacion con células tumorales
transfectadas con el gen codificante para GM-CSF genera respuesta inmune especifica

392 Cartron y col. publicaron los

antitumoral y es capaz de erradicar el linfoma
resultados de la terapia combinada de rituximab y GM-CSF en pacientes con LF en
recaida 3. Se observé una mayor tasa de respuesta si se compara con la monoterapia

393
b

con rituxima . Se postula que GM-CSF favorece una presentacién antigénica

+

efectiva por las APCs y de esta forma se mejora la activacién de las células T CD8

citotoxicas. Asimismo, favorece la activacion y maduracion de las DCs.

3.4.3.5 Otras citoquinas con potencial terapéutico

IL-21 es una citoquina miembro de la familia IL-2/IL15. Es producida por células
T CD4" TH1, TH2 y TH17 y NKT **. IL-21 por si solo tiene poco efecto sobre células T
CD8" en reposo, pero luego de su activacion, IL-21 promueve la expansién vy la

actividad antitumoral de estas células, promoviendo al diferenciacién a CTL y fenotipo

39 396

de memoria **, y la proliferacién y maduracién de células NK *%°. Las células B
expresan altos niveles de IL-21R e IL-21, siendo una citoquina clave para la
diferenciaciéon de células B en células plasmaticas, estableciendo un fenotipo de
memoria y respuesta humoral a largo plazo 397 Asimismo, se piensa que inhibe el

desarrollo y las funciones de Tregs >*°

. Sin embargo, al igual que la IL-2 promueve la
funcién AICD, y también puede promover la apoptosis, eliminando células B activadas
y plasméticas *%°.

Se observd que IL-21 tiene receptores en algunas neoplasias de células B,
incluyendo LNH indolentes y agresivos, y leucemia linfocitica crdnica. Contrariamente a
la estimulacion que genera esta citoquina en las células B normales, en las células
neoplasicas estimula la apoptosis. Esto se ha demostrado en algunas lineas celulares

tumorales linfoides y en tumores primarios, particularmente en LDGCB 400

. Un ensayo
clinico fase | en pacientes con LNH en recaida mostré que con la administracién de
rituximab junto a IL-21, se logra una respuesta en pacientes que previamente eran

resistentes a rituximab, con efectos secundarios menores Recientemente se ha
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400

iniciado un ensayo en fase Il ™. Los ensayos pre-clinicos y clinicos se resumen en

353,357

La IL-12 es una citoquina heterodimérica pro-inflamatoria, y el primer
miembro de la familia de las citoquinas IL-12, incluyendo también IL-23, IL-27 e IL-35.
La IL-12 se secreta principalmente por APCs en respuesta a patdgenos, promoviendo la

diferenciacién de células CD4" en células Th1 3>

. Tiene un efecto proliferativo sobre las
células NK y T pre-activadas, mejora la capacidad citolitica de las célula NKy T CD8" de
forma independiente y/o sinérgica mediante la regulacién positiva de genes que

353 También estimula la

codifican proteinas asociadas a granulos de células citotéxicas
ADCC en células tumorales que tienen anticuerpos unidos a la superficie, en una
concentracion considerablemente menor que la IL-2. Las células efectoras estimuladas
por IL-12 producen varias citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y, GM-CSF y TNF-a.
El receptor IL-12R es expresado principalmente por células NK y T activadas. Inhibe las
células Treg presentes en el microambiente tumoral, ya sea mediante la supresion de
la produccion de IL-2 por parte de las células T, por induccion de la apoptosis, o por el
arresto celular mediada por IFN-y >3

En estudios pre-clinicos se determind la actividad antitumoral de Ia
administracion sistémica o local de IL-12 contra diversas lineas celulares tumorales. La
respuesta fue dependiente de la dosis y del modelo, ademas, se observd un efecto
antitumoral de memoria. Los ensayos clinicos iniciales se interrumpieron
temporalmente después de que se observaron muertes relacionadas con la toxicidad
inesperada en el ensayo de fase Il en pacientes con carcinoma renal metastasico y

1,402
melanoma 404

. Estas estrategias comprendian la entrega de IL-12 exdégena en sitios
especificos, la modificacion genética de las células para que secreten IL-12 o Ia

coadministracion de vacunas con antigenos tumorales “%.

3.5 Inmunoterapia activa especifica

La inmunoterapia activa incluye a las vacunas antitumorales que tienen como
finalidad generar en el huésped portador del tumor, una respuesta inmune sistémica
capaz de rechazar las células neoplasicas y a su vez promover el desarrollo de memoria

inmunoldgica a largo plazo para prevenir futuras recaidas ***. Para generar este ideal
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de vacuna el principal obstaculo es lograr identificar un antigeno blanco apropiado
capaz de generar una respuesta inmunoldgica que supere la tolerancia generada por
las células tumorales ****%,

El concepto de vacunas en enfermedades neoplasicas es diferente al concepto
de vacunas en enfermedades infecciosas. Mientras en estas Ultimas, la vacuna se dirige
contra un antigeno bien conocido, muy inmunogénico y con un fin claramente
preventivo, en el caso de los tumores, el antigeno no siempre es conocido, es
débilmente inmunogénico y la primera intencidn es terapéutica. Un paso basico en el
desarrollo de practicamente todas las vacunas es aumentar la inmunogenicidad del
antigeno contra el que se dirige la respuesta, por ejemplo, mediante la utilizaciéon de

adyuvantes, la transfeccién de genes (gm-csf, il2, ifng u otra citoquina o molécula co-

estimuladora) en la célula tumoral u otro vector *°°.

3.5.1 Vacunas proteicas

Los avances en la identificaciéon de los antigenos expresados en las células
tumorales han hecho posible el desarrollo de vacunas dirigidas especificamente contra
antigenos tumorales. La estrategia de vacuna contra cancer mas comun es administrar
antigenos proteicos recombinantes a pacientes con cdncer, junto con uno o mas

405 Esta

adyuvantes inmunoestimuladores para promover la maduracién de DC
aproximacion ha cobrado especial importancia en los LNH a células B, dado que
representan el tumor ideal para el desarrollo de vacunas proteicas, debido a que la
inmunoglobulina sintetizada y expresada en células B tumorales es uno de los pocos

7 Mediante vacunas gue incluyan dicho

antigenos especificos de tumor conocido
idiotipo (Id) en su formulacién (vacunas idiotipicas), se puede inducir una respuesta
inmune que destruya las células B tumorales que expresan la Ig que contiene el Id, sin
perjudicar las células B normales.

En el afno 1992, Kwak y col. reportaron por primera vez un ensayo clinico fase
I/Il con vacunas idiotipicas en LF, donde utilizaron una vacuna en la que el Id se
conjugé con hemocianina de lapa californiana (KLH, del inglés) y el adyuvante SAF-1

como transportador inmunoldgico para el Id %8 Demostraron que la vacuna idiotipica

fue capaz de inducir una respuesta inmune especifica en términos de respuesta
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humoral frente al mismo Id. Este trabajo proporciond la primera prueba formal de que
se puede inmunizar contra un antigeno derivado de un tumor autdlogo, y de sus
exitosos resultados se desprendieron ensayos clinicos con buenas tasas de respuesta al
tratamiento. Sin embargo, luego de los resultados alentadores de los ensayos clinicos
en fase | / Il utilizando vacunas idiopaticas en LNH, el resultado de los tres ensayos en

fase lll (Genitope, Favrille y Biovest) ha sido decepcionantes (revisado en 49 E

s
probable que la diferencia de resultados entre los ensayos en fase I/1l y los en fase Il
pueda ser resultado de diferencias en los disefios de los estudios, preparacion de la
vacuna y los regimenes de quimioterapia utilizados en el tratamiento de induccion. Los
resultados del estudio aleatorizado de fase Ill de la vacuna BiovaxID no mostraron
diferencias en la supervivencia. Sin embargo, sorprendentemente, los pacientes que
recibieron la vacuna tuvieron una mediana de 44 meses de supervivencia libre de
progresién en comparacion con 30 meses para los pacientes que recibieron placebo
19 Se ha estudiado la asociacién de otros adyuvantes inmunoldgicos a la formulacién
de la vacuna. Entre el panel de citoquinas probados en modelos murinos para

411,412
"%, Este

potenciar el efecto del Id-KLH, el GM-CSF ha demostrado ser el mas eficaz
concepto fue trasladado a la clinica y el grupo de Kwak condujo un estudio en fase Il en
pacientes con LF, los cuales se trataban con quimioterapia seguida de administraciones

413

mensuales de la vacuna Id-KLH junto GM-CSF **°. En la actualidad se encuentran en

curso ensayos con pacientes portadores de LNH, combinando el uso de estas vacunas

con otras terapias (rituximab, quimioterapia) **>.

3.5.2 Vacunas de ADN

Una alternativa a las vacunas Id es el uso de las llamadas vacunas de ADN
desnudo. Estas vacunas pueden ser producidas rapidamente (2 a 4 semanas) con
técnicas de biologia molecular, lo que representa una ventaja sustancial sobre las
vacunas proteicas s

Las vacunas de ADN desnudo consisten en un plasmido en el que se clonan
determinados genes que codifican la proteina tumoral, citoquinas u otras proteinas. El
ADN plasmidico esta compuesto por una unidad transcripcional dirigida por un potente

promotor, capaz de inducir la sintesis de la proteina y una secuencia
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inmunoestimuladora, que estimula la respuesta inmune promoviendo la liberacién de
IFN-y, IFN-a, IL-12 e IL-18, y dirigiendo la respuesta inmune hacia un patrén de tipo Thl
41> cuando este tipo de vacunas es inyectado de forma intramuscular o subcutanea,
las células del huésped se transfectan creando una zona de expresién ectdpica de la
proteina. La proteina liberada por la célula diana es captada por las células
presentadoras locales y después de ser adecuadamente procesada se presenta al
sistema inmune en los 6rganos linfoides secundarios ***. Las vacunas asi producidas
tienen un bajo potencial inmunogénico y por ello también se introduce en el plasmido
informacién genética que codifique para inmunomoduladores o citoquinas que
aumenten la inmunidad natural frente al tumor al ser liberadas continuamente por las
células transfectadas.

Se han ensayado estas vacunas para numerosos antigenos de melanoma
(tirosinasa, gp75/TRP-1, DCT/TRP-2, gp100, melanA/MART-1, etc), canceres epiteliales
(CEA), cancer de préstata (PSA), de ovario (MUC-1), LMC (Bcr-Abl), entre otros “°. En el
caso de los tumores de células B, como ya hemos dicho el Id de la inmunoglobulina es
claramente un antigeno especifico de tumor que puede ser utilizado en vacunas de
ADN. Estudios realizados en modelos murinos han mostrado que la vacunacién con
plasmidos de ADN que codifican para el Id induce proteccidon contra posteriores

desafios con células linfomatosas *'°

. Estudios posteriores mostraron que la fusion de
los genes de citoquinas (GM-CSF) o genes de quimioquinas (MIP-1a) al gen del Id
puede mejorar la respuesta inmune anti-ld y generar protecciéon contra LNH en forma

414

comparable o incluso mejor que la vacuna proteica *~". También se ha ensayado

. . .. 1
fusionar el gen de Id con el gen de la toxina tetanica ***.

3.5.3 Vacunas basadas en vectores virales o bacterianos

Los vectores virales y bacterianos pueden utilizarse para transportar un gen
de interés, presentando cada uno de ellos ventajas e inconvenientes inherentes a sus
propias caracteristicas. Los vectores bacterianos son menos inmunogénicos, no
presentan limite en el tamafio de la informacidon que pueden transportar y son faciles
de producir. Los vectores virales por su parte, son eficaces a la hora de transducirse en

las células diana pero suelen tener un limite en el tamafio del transgén a insertar en su
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genoma, a la vez que pueden presentar ciertas complicaciones técnicas en su
produccién a gran escala 417,418

Estas vacunas tienen la ventaja sobre las vacunas de ADN desnudo que son
altamente inmunogénicas. Los productos microbianos (bacterias y virus) son potentes
activadores del sistema inmune. Mientras otras subunidades vacunales necesitan ser
administradas junto con adyuvantes para generar respuestas inmunes efectivas, los
vectores virales y bacterianos presentan sus propios factores inmunomoduladores por
lo que pueden ser administrados solos y generar buenas respuestas, hecho que los
convierte en una alternativa interesante para la generacién de vacunas antitumorales
419420 E| yso de esta aproximacion es atractiva porque: a) los virus infectan numerosos
tipos celulares incluyendo DCs lo cual conduce a una presentacion antigénica directa e
indirecta al sistema inmune; b) las infecciones virales aportan “sefiales de peligro” lo
cual resulta en la activacién del sistema inmune innato, creando un ambiente
inflamatorio que es crucial para el reclutamiento y activacién de células del sistema
inmune adaptativo; ¢) muchas proteinas virales son altamente inmunogénicas vy
pueden actuar como sefiales de “ayuda” en la generacién de una respuesta inmune

antitumoral potente 76

. Adicionalmente, los virus pueden ser también manipulados
para que porten moléculas inmunoestimuladoras como citoquinas, moléculas co-
estimuladoras y quimioquinas ’®,

Se han construido diversos sistemas de vectores virales. En LNH se han
utilizado adenovirus que codifican para los genes Id, y se demostré en modelos
animales que fueron capaces de generar respuesta inmune especifica contra el linfoma
421 andemas, se observo que la inmunidad antitumoral conseguida fue mayor con este
tipo de vacuna que con las cldsicas vacunas proteicas o de ADN desnudo que utilizan el

414
Id ™.

Los vectores bacterianos disefiados para inducir una respuesta inmune pueden

1 .
17 La bacteria es transformada con

ser vehiculos de liberacién de proteinas o de ADN
plasmidos o presenta modificaciones gendmicas para expresar genes bajo el control
transcripcional de la bacteria "®. También se utiliza la expresién de las proteinas bajo
promotores eucariotas, de modo que la bacteria portando el gen de interés es
fagocitada por diferentes fagocitos y a nivel intracelular ocurre el pasaje del plasmido

al citosol de la célula huésped. Posteriormente los genes son expresados bajo un
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promotor eucariota y la proteina resultante es presentada en moléculas de MHC Iy Il a
las células T CD4" y CD8" 7% Las bacterias mas utilizadas para este abordaje incluyen:

Clostridium, BCG, Shigella flexneri, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Listeria

417

monocytogenes, entre otras Las bacterias genéticamente modificadas pueden

expresar y liberar proteinas citotoxicas, tales como toxinas bacterianas, proteinas

321,324

inmunorreguladoras y factores inductores de la apoptosis . También pueden ser

disefiadas para llevar enzimas que conviertan pro-fdrmacos no toxicos en farmacos

citotéxicos (Fig. 15) 321,324

Figura 15. Entrega de proteinas por parte de
las bacterias. A. La bacteria puede expresar

{ L toxinas que directamente matan a la célula
%.: a ‘\7-'\; tumoral. B. La bacteria puede producir
R ST et proteinas de origen eucariota que interacciona
con receptores de la superficie de las células
ey tumorales. Estas proteinas a menudo tienen
/ \ 4 J:-‘ como blanco de accidn vias de sefializacién para
% o la apoptosis. C. La bacteria puede ser
/’ ! )Kg -~ modificada para expresar por ej. Citoquinas que
e atraen granulocitos y DC, que promueven la
eliminacion de las células tumorales. D. Las
bacterias pueden expresar enzimas que
catalizan la conversion de pro-drogas (no
toxicas) a drogas con acciéon terapéutica.
Imagen modificada de 2

A. Toxinas bacterianas

B. Receptores celulares -

C. Inmunosensibilizacién

Uno de los vectores bacterianos mas ampliamente utilizado en inmunoterapia

318320338 |nicialmente en 1997 Darji y col. reportaron la

para el cancer es Salmonella
utilizacion de S. Typhimurium como vehiculo para el transporte de dos factores de
virulencia de L. Monocytogenes, listeriolisina O y Act A mediante inmunizacién oral a
ratones BALB/C, generando inmunidad de mucosas e inmunidad sistémica, mostrando
la factibilidad de utilizar a esta bacteria como vector para vacunas ADN *%.
Posteriormente, muchos trabajos mostraron la generacidn de respuestas inmunes

especificas utilizando Salmonella como vector para vacunas de ADN. Actualmente, el
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desarrollo en la utilizacion de Salmonella se centra en la utilizacion de la misma como
vector de diversos genes, tales como, citoquinas, moléculas co-estimuladoras, pro-

drogas y agentes tdxicos para el tumor >#4%,

3.5.4 Vacunas a células dendriticas

El papel critico de las DCs en el inicio de la respuesta inmune las hace
atractivas para su uso en estrategias terapéuticas contra el cancer. Estudios realizados
en modelos murinos de LNH muestran que la vacunaciéon con DCs pulsadas con Id
estimulan una respuesta inmune antigeno especifica que mostré ser superior a la

424 por su parte, el nimero

obtenida con la clasica vacuna proteica de Id-KLH-GM-CSF
de ensayos clinicos con DCs ha crecido sustancialmente en los ultimos afios en
pacientes con diferentes tipos de cancer. En particular para neoplasias hematoldgicas,
el primer ensayo publicado con el uso de estas células, empled DCs autdlogas pulsadas
con el Id en cuatro pacientes con LNH folicular y se demostré la induccion de linfocitos
T especificos **. Estos resultados preliminares se actualizaron en el 2002, incluyendo
un total de 35 pacientes y se confirmo la eficacia antitumoral de esta vacuna 426 Pyzer
y col. revisan los ensayos clinicos posteriores que incluyen el uso de vacunas a DCs
basadas en Id en LF y mieloma multiple, y cargadas con proteinas autdlogas en

427

pacientes con leucemia "’. Hasta el momento, la Unica vacuna aprobada por la FDA

que utiliza DCs es Sipuleucel-T (Provenge), en pacientes con cancer de proéstata
avanzado *%%.

Con el objetivo de mejorar los blancos de accién, potenciar la
inmunogenicidad, optimizando la presentacién antigénica, y la susceptibilidad al
microambiente tumoral de las DCs, se estd utilizando ingenieria genética, incluyendo la

introduccion de ARN mensajero y el pequeio ARN interferente, transduccidon génica

. . . , 42
viral, e incluso fusién con células tumorales enteras **°.

3.5.5 Vacunas a células enteras

Las vacunas a células enteras se basan en que las células tumorales son
capaces de presentar sus propios antigenos a las DCs o células T. Las principales

ventajas de este tipo de vacunas son que no se requiere caracterizar los antigenos
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tumorales para la construccion de vacunas y que se logra generar una respuesta
inmune antitumoral polivalente contra muchos antigenos tumorales. Las vacunas a
células enteras pueden ser especialmente Utiles cuando no se conocen los antigenos
contra los que debe ir dirigida la respuesta, hecho muy frecuente en cancer. Para este
tipo de vacunas suelen usarse células tumorales obtenidas del paciente, cultivadas y
dafiadas de forma irreversible (irradiadas), para evitar su propagaciéon cuando se re-
infunden.

Los LNH-B son un grupo especial de neoplasias, ya que las propias células
tumorales son APC. Datos experimentales han mostrado que las células B tumorales en
comparacion con las células B normales son ineficientes en la presentacidon de
antigenos (probablemente porque disminuyen la expresion de MHC y moléculas co-
estimulatorias) y por lo tanto la construccidn de una vacuna celular en este tipo de
neoplasias puede conducir a la anergia de las células T mds que a su activaciéon 218,430
En este sentido se han desarrollado numerosas estrategias tendientes a aumentar la
inmunogenicidad de las propias células tumorales para poder utilizarlas en la
construccion de vacunas celulares. Las células tumorales pueden ser genéticamente
modificadas para secretar citoquinas y quimioquinas que contribuyan a la activacién
de las APC y células T. Entonces, la combinacidon de antigenos tumorales especificos
presentados en las células tumorales vivas dafiadas irreversiblemente con niveles
localmente elevados de inmunomoduladores, puede potenciar notablemente la
respuesta inmune de las células. Estudios en modelos animales de diferentes tumores
han demostrado que la vacunacién con células tumorales modificadas genéticamente
para expresar citoquinas (IL-2, IL-12, IL-4, IL-17, IL-6, IL-18, IFN-y y GM-CSF) estimula a
las células T y posteriormente éstas son capaces de destruir a las células tumorales
76414 previamente, nuestro grupo de trabajo desarrollé una vacuna donde la célula
tumoral B es modificada mediante la infeccién in vitro con Salmonella, demostrando
gue dicha infeccion mejora la expresion de moléculas co-estimuladoras y MHC I,
convirtiéndolas probablemente en mejores APC 431

Cuando no se dispone de tumor autdlogo, se utilizan vacunas producidas con
células multivalentes de cultivos que se producen tras el procesado de varias lineas de
células tumorales cultivadas in vitro, siendo por tanto vacunas de células no

267

procedentes del paciente “°’. Con la mezcla de varias cepas se intenta que alguno de
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los antigenos incluidos en la mezcla sea expresado por las células tumorales del
paciente. La ventaja de estas vacunas es que no es necesario obtener células
tumorales del propio paciente para cultivar. Sin embargo, su principal desventaja es
que son vacunas poco eficaces, probablemente porque gran parte de la respuesta
inmune se organice contra antigenos irrelevante, no presente en el tumor del
paciente. Para aumentar la inmunogenicidad de estas vacunas, las células enteras se
transfectan para producir citoquinas o expresar moléculas co-estimuladoras,

d *’. En este sentido, se

posteriormente se irradian para eliminar la tumorigenicida
llevaron a cabo ensayos clinicos con una linea celular humana transducida con GM-
CSF. Esta linea celular fue elegida porque mostraba una muy baja expresiéon de MHC de
clase | y ll, lo cual permitia reducir al minimo las posibilidades de rechazo. Los ensayos
clinicos con este abordaje fueron realizados en pacientes con mieloma multiple a los
cuales se les administraron células tumorales autdlogas irradiadas junto a la linea
celular transducida con GM-CSF. Esta vacuna no presentd eficacia clinica y el ensayo

fue discontinuado ***

. Utilizando otra estrategia diferente, se intenta aumentar la
capacidad presentadora de antigeno de las células tumorales. Se utiliza virus
recombinante para transferir moléculas co-estimulatorias a las células tumorales (B7-
1, B7-2, 4-1BBL, ICAM, LFA-3, CD40L, MHC Il) y lograr mejorar su inmunogenicidad
6414 Se han reportado dos ensayos clinicos en pacientes con leucemia linfocitica
cronica a células B utilizando este tipo de estrategias. En el primero, las células
tumorales autélogas son transducidas ex vivo utilizando un adenovirus recombinante
con CD40L y luego reinfundidas en el paciente. No se observd toxicidad con este

3 En otro estudio, los pacientes recibieron

tratamiento y existid respuesta clinica
inyecciones subcutdneas de células tumorales autélogas transducidas con un
adenovirus codificando IL-2 y CD40L ***. Se observé activacion de células Ty el 30% de
los pacientes obtuvieron respuesta parcial lo cual sugiere que la inmunoterapia basada
en CD40 puede ser util en pacientes con LNH-B.

Una estrategia que favorece el microambiente en el cual interaccionan el
antigeno y el sistema inmune es utilizar diferentes tipos de adyuvantes **>. Por ejemplo
los compuestos de aluminio, emulsiones de aceite o agua, bacterias, compuestos
derivados de las plantas, citoquinas, y agonistas TLRs, son algunos de los adyuvantes

76

gue pueden ser utilizados junto a las vacunas celulares *°. El uso de adyuvantes
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potencia la respuesta inmunitaria antitumoral en las terapias que se basan en células

3 La busqueda de adyuvantes efectivos para

irradiadas como fuente de antigenos
utilizar en nuevas inmunoterapias es un drea de desarrollo de gran interés. La eleccién
del adyuvante a utilizar depende de varios criterios, como la especie blanco a la que va
dirigida la inmunoterapia, el tipo de antigeno a utilizar, la ruta de administracion, el
tipo de respuesta inmunitaria esperada y la duracién de la misma 37

En el presente trabajo una de las inmunoterapias planteadas es utilizar una
vacuna a células enteras formulada con células B de linfoma A20 modificadas para que
expresen de forma estable la citoquina IL-15, infectadas con Salmonella para que

aumenten la expresién de moléculas co-estimuladoras y MHC Il, e irradiadas para

eliminar su capacidad tumorigenicida.

3.6 Enfermedad minima residual

3.6.1 Definicién

La enfermedad minima residual (EMR) hace referencia a la persistencia de una
cantidad pequefa de células malignas luego del tratamiento con intencién curativa del
cancer. Es la enfermedad que persiste por debajo del nivel de sensibilidad de las
técnicas convencionales utilizadas para identificar la remisiéon de la enfermedad (en
LNH tomografia por emision de positrones/tomografia computarizada (PET/CT), e
inmunofenotipo e histologia en médula ésea). Se cree que estas células residuales

constituyen la fuente de recidiva de la enfermedad *.

3.6.2 Deteccion de la EMR

Dependiendo del tipo de linfoma, existen diferentes métodos para detectar
EMR, incluyendo PCR a tiempo final, PCR cuantitativa (qPCR), secuenciacidon de nueva
generacién, inmunofenotipo por citometria de flujo, citogenética, entre otros. Para
LNH las mas utilizadas son la citometria de flujo, PCR a tiempo final y gPCR. En
particular, para LF se ha observado que la deteccion de la EMR tiene relevancia clinica,
y determina un peor prondstico para el paciente, por lo que es de utilidad para

438-443

planificar tratamientos futuros . Estos métodos de PCR estan basados en la
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deteccion de secuencias de ADN especificas de tumor, dentro de las cuales
encontramos translocaciones (por ejemplo en linfoma folicular la translocacién
cromosomal t(14;18) y en linfoma de células del manto la t(11;14)), y regiones de
unién especificas que resultan del rearreglo de los genes VDJ para la expresion de la

444445 En la actualidad se estan utilizando

cadena pesada de la inmunoglobulina
técnicas como secuenciacion de nueva generacion para detectar y cuantificar ADN de
tumor que circula en sangre debido a la apoptosis y necrosis de las células neoplasicas
f46-448, Respecto a la citometria de flujo (CF), en los ultimos afios se ha investigado la
CF de nueva generacién (NGF, del inglés), basado en la CF que utiliza el consorcio

EuroFlow *%°.

3.6.3 Importancia del desarrollo de un modelo de EMR

Dado que actualmente disponemos de tratamientos efectivos para lograr
respuesta completa o al menos parcial de la mayoria de los LNH y algunas neoplasias
hematoldgicas, una de las principales lineas de investigacién es el desarrollo de
agentes capaces de eliminar la presencia de EMR para acercarnos a lograr la curacién
de los pacientes. Existen numerosos ejemplos clinicos, tanto en LNH como en otras
neoplasias donde se evidencia que los pacientes en los cuales no se logra demostrar
EMR tienen sobrevidas mas prolongadas que en los que si se logra demostrar *4%4°9%>2,
Es por ello que actualmente se estdn buscando estrategias terapéuticas
complementarias, con el objetivo de eliminar esa enfermedad residual que se cree es
la que determina la recaida de la enfermedad. En este sentido, se ha propuesto
realizar transplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) autélogo luego de
obtenida la respuesta completa, lo que ha mostrado resultados clinicos dispares en
algunos tipos de linfomas, mientras que en otros es el estdndar actual de tratamiento
%3 También se han realizado ensayos con TPH alogénico como terapia de
consolidacién, pero la elevada mortalidad relacionada al procedimiento hace que no
sea una opcidn terapéutica valida en el tratamiento de primera linea de este grupo de
pacientes. Otro de los abordajes utilizados para intentar erradicar la EMR es la

utilizacién de radioinmunoterapia (con anticuerpos anti-CD20) luego de lograda la

respuesta con la inmunoquimioterapia %4 Una estrategia terapéutica exitosa utilizada
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actualmente en los linfomas indolentes es el tratamiento de mantenimiento con
rituximab por 2 afios luego de alcanzada la remision de la enfermedad con
inmunoquimioterapia. Este plan de tratamiento se basa en el concepto que el
rituximab puede eliminar la enfermedad residual que queda luego del tratamiento de
induccion 2”2, Actualmente, se estd ensayando la utilizacion de nuevas drogas
(inhibidores del proteosoma, inmunomoduladores, anticuerpos monoclonales,
inhibidores tirosin-quinasa, entre otros) como terapia de consolidacion o
mantenimiento luego de lograda la remision completa de la enfermedad con la
quimioterapia 21,22,414,455,456

Es en esta situacién clinica donde la inmunoterapia juega un rol fundamental.
Para la mayoria de los autores es claro que la inmunoterapia activa debe ser aplicada
en pacientes con baja carga tumoral, en situacion de EMR negativa o con muy baja
carga tumoral. Algunos de los ensayos clinicos que aplican vacunas en LNH y que
mostraron respuesta inmune antitumoral especifica fueron realizados luego de
obtenida la respuesta completa/parcial con quimioterapia citorreductora 457,458

En la actualidad, los estudios pre-clinicos de inmunoterapias activas contra LNH
se llevan a cabo principalmente en animales con alta carga tumoral, que no han
recibido tratamiento previo, mientras que los ensayos clinicos se realizan en pacientes
gue fueron sometidos a quimioterapia y estan en remisién completa o parcial 407,459,
Por lo tanto, los modelos murinos por lo general no se asemejan al escenario clinico y
esto puede ser una razén para explicar la inconsistencia en los resultados al pasar de

460 | desarrollo de nuevos

los ensayos pre-clinicos a los ensayos clinicos (fase | o l)
modelos pre-clinicos que imiten el entorno clinico, o sea un modelo en el cual los
animales alcancen Ila remisién completa con quimioterapia, desarrollando
posteriormente el estado de EMR, podria ser una herramienta valiosa para explorar

nuevas estrategias terapéuticas Aol

3.6.4 Imagenologia Molecular: PET

El PET es una técnica de medicina nuclear que se basa en el uso de ligandos
radioactivos que pueden marcar estructuras moleculares especificas en organismos

vivos. Esta técnica ofrece la posibilidad de visualizar y cuantificar la actividad de las
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células en drganos especificos, aportando informacién directa acerca de la bioquimica
y la funcién del area. La morfologia es aportada por la tomografia computarizada
incluida en las camaras PET (PET/CT). Es asi que la imagenologia funcional con PET ha
alcanzado un rol fundamental en el estudio de enfermedades oncoldgicas a nivel
mundial debido a su capacidad de detectar el cdncer por medio de mecanismos

4627484 | trazador

basados en las alteraciones moleculares de los procesos neopldsicos
mas utilizado en oncologia, y especificamente en LNH, es un andlogo de la glucosa
marcado con fluor: 18F—2—f|L'Jor—2—des.oxi—D—gIucosa (*®F-FDG). De esta forma, el PET
detecta la retencién tumoral de FDG, debido al mayor indice glucolitico de las células
cancerosas. Mediante PET/CT es posible diagnosticar, estadificar, re-estadificar y
evaluar la respuesta a tratamientos en numerosos tipos de canceres, con exactitudes
diagndsticas francamente superior a las técnicas imagenoldgicas convencionales °°4¢°.

En lo que respecta a los LNH, diversos estudios han demostrado aumento de
captacién de FDG en la mayoria de los linfomas, sobre todo linfomas de Hodgkin y LNH
agresivos, con una correlacidén entre la intensidad de captacidn, el grado de malignidad

467,468

y la actividad proliferativa Los resultados en linfomas indolentes han sido

469470 | o5 linfomas

variables, con captacién positiva entre el 40% y el 98% de los casos
mas frecuentes (LDGCB, LF, linfoma del manto y LH) muestran un aumento de
captacion de FDG, con sensibilidad mayor del 80% y especificidad del 90%, por lo que
la PET-FDG puede proporcionar informaciéon complementaria en tres momentos clave
del proceso diagndstico y terapéutico de los pacientes con linfoma: en el estudio inicial
de extension, en la valoracién de la respuesta al final del tratamiento y en el

17,471-473

seguimiento tras completar el tratamiento previsto . En cuanto a nuestro

modelo tumoral, existe un trabajo que demuestra que las células linfomatosas A20

captan FDG 4

. La utilizacion de esta herramienta para evaluar la inmunoterapia en el
modelo de EMR puede ser muy ventajosa ya que permite evaluar la respuesta al
tratamiento sin necesidad de sacrificar los animales. El PET-FDG presenta una
excelente correlacién entre las imdgenes y la autopsia en las lesiones tumorales no

474

palpables “". Ademas, es util en la deteccion precoz y seguimiento de lesiones

tumorales internas que no pueden ser valoradas con la palpacion.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Desarrollar un nuevo modelo de Linfoma no Hodgkin, y evaluar su utilidad para
estudiar la efectividad de nuevas inmunoterapias en un contexto mas cercano a la
clinica.

4.2 Objetivos especificos

1) Desarrollar y caracterizar un modelo de EMR de LNH utilizando la linea tumoral
A20 en ratones BALB/c y quimioterapia estandar tipo CHOP.

2) Incorporar técnicas imagenoldgicas de frontera para el seguimiento in vivo de la
enfermedad, y compararla con la técnica “gold standard”.

3) Evaluar el efecto terapéutico de una vacuna a células enteras cuya formulacién
contenga IL-15 en el modelo de EMR .

4) Evaluar el uso de Salmonella como terapia adyuvante para el tratamiento de LNH
en un contexto que incluya quimioterapia.

Con estos estudios esperamos contribuir al desarrollo de nuevas y mas eficaces
inmunoterapias para el tratamiento de LNH que puedan replicar su efectividad pre-
clinica en estudios clinicos futuros.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS



1 LINEAS CELULARES

1.1 Células A20

1.1.1 Caracteristicas y condiciones de cultivo

La linea celular A20 fue obtenida de American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA). Es una linea murina de Linfoma no Hodgkin, transplantable y singénica
con ratones BALB/c. Las células derivan de un neoplasma espontaneo de células
reticulares y son células B con morfologia de linfoblastos que expresan IgG en su
superficie ****”>. Las linea celular se cultivé en suspension en medio de cultivo RPMI-
1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
(Capricorn, Ebsdorfergrund, Alemania), 2mM L-glutamina (Sigma) y 0,05 mM 2-

mercaptoetanol (Sigma), en estufa himeda a 37°Cy 5% CO,.

1.1.2 Lisado de A20

El lisado de A20, se hizo a partir de 1x10’ células/ml, utilizando cinco pulsos de
15 minutos en el sonicador Omni Sonic Ruptor 4000 (Omni International, Kennesaw,
GA). Posteriormente la suspension fue centrifugada a velocidad mdaxima y el
sobrenadante se conservé a -80°C hasta el momento de ser utilizado. La concentraciéon
de proteina total se estimé utilizando Bradford Reagent (Sigma). Este lisado se utilizo
como antigeno especifico en los ensayos que involucraron la estimulacion de
esplenocitos, y para sensibilizar las placas de ELISA de deteccién de anticuerpos anti-

A20.

1.1.3 Células A20 modificadas para que expresen de forma estable la
citoquina IL-15
1.1.3.1Clonado del gen Il-15 murino
La secuencia codificante para la citoquina IL-15 se obtuvo mediante
amplificacién por PCR utilizando como molde el plasmico pORFImIL-15 (InvivoGen,
San Diego, CA), cedido gentilmente por la Dra. Ma. Gabriela Kramer. Ademas del gen

1115, el fragmento amplificado también porta el promotor hEF1-HTLV (amplicén de
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1.088 pb). Dicho promotor estd compuesto por el promotor del Factor de Elongacion-
la (EF-1a, del inglés) y la regidn 5' no traducida del virus de la leucemia humana de
células T (HTLV, del inglés), y tiene la particularidad de ser un promotor mas fuerte que
otros, incluyendo CMV, expresdandose en altos niveles en todos los ciclos celulares y
todos los tipos de células, sin tener especificidad de tejido. Los cebadores para dicha
PCR (pBglll y pEcoRl) se disefiaron de modo que tuvieran sitios de corte para las
enzimas de restriccion Bglll y EcoRl, que estan presentes en el plasmido pcDNA3.1(-)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), utilizado como vector de clonaje (Fig. 16A).
En paralelo se digirid el fragmento amplificado a partir de pORFImIL-15 y el plasmido
pcDNA3.1(-) con las enzimas Bglll y EcoRIll (FastDigest, Thermo Fisher Scientific). Las
digestiones se corrieron en un gel de agarosa 0,8% (Thermo Fisher Scientific) y se
realizd la extraccién de banda utilizando QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden,
Alemania) (Fig. 16B). Posteriormente se ligaron ambos segmentos utilizando la enzima
T4 ADN ligasa (NEB, Ipswich, MA), y se procedié a transformar la cepa DH5a; contexto
genético que permite la instalacién de plasmidos recombinantes que tienen clonados
productos de PCR, ya que es una cepa deficiente para la restricciéon (HsdR’) pero capaz
de modificar el DNA por metilacién (HsdM*). En todos los casos, la extraccién de ADN
plasmidico se realizdé con QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Para la seleccién de los
clones transformantes se utilizé el antibidtico ampicilina (Ap) (Sigma), resistencia que
porta el vector pcDNA3.1(-). Se realizé la busqueda de los clones de interés mediante
amplificacién del fragmento que contiene el gen //15 y por analisis de restriccion con
las enzimas Bglll-EcoRI (libera el fragmento clonado), y Kpnl-Sall-Pstl (FastDigest,
Thermo Fisher Scientific). Una vez obtenido el clon de interés se corrobord la
secuencia del inserto mediante secuenciacidn. Los cebadores utilizados para amplificar
el fragmento a clonar y los utilizados para la secuenciacidon (R1IL-15, R2IL-15 y LIL-15)

se muestran en la Tabla 8. La contruccién se denomind pcDNA3.1IL-15.
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Bgl Il (12)

pORF9-mIL-15
(3525 pb) pcDNA3.1(-)

(5.427 pb)

" @ 1.000 pb = 1.000 pb

Figura 16.Clonado del gen codificante para la citoquina IL-15 murina. A. Amplificacion del fragmento que porta el
gen /l-15 con los cebadores pEcoRI y pBglll utilizando como molde el pldasmido pORF9-mIL-15. En el gel de agarosa
0,8% se muestra: 1) control negativo, 2) amplificacién del fragmento a clonar a partir de pORF9-mIL-15 (banda de
1.088 pb), 3) Ladder 1Kb (Thermo Fisher Scientific) (bandas de menor a mayor (kb): 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,
5, 6, 8 y 10). B. El vector pcDNA3.1(-) y el fragmento a clonar se digirieron con las enzimas EcoRl y Bglll. Se corrieron
las digestiones en gel de agarosa 0,8% para realizar la extraccion de banda, 1) vector entero, 2) vector digerido con
EcoRl y Bglll (bandas de 942 pb y de 4.485 pb), 3) Ladder 1Kb, 4) fragmento a clonar digerido con EcoRI y Bglll (banda
de 1.076 pb).

Tabla 8. Cebadores utilizados para amplificar el fragmento
a clonar vy los utilizados en la secuenciacion.

NOMBRE SECUENCIA 5°-3°

pBglll TGCAGATCTATCTGCGATCGCTCCGGTG
pEcoRlI TGCGAATTCGGCTCGCGTGCAGTCAGG

R1IL-15 ACCAGCGTTTCTGGGTGAG
R2IL-15 TGCAGTAGTCGCCGTGAAC
LIL-15 GAAAGGACAGTGGGAGTGG
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1.1.3.2Transfeccion de la linea celular A20

Una vez obtenida la construccion pcDNA3.1IL-15 se procedid a realizar la
transfeccion de la linea celular A20 con dicho pldsmido. En primer lugar se realizo la
prueba de sensibilidad de las células A20 al antibiético neomicina (G418 Sulfate,
Thermo Fisher Scientific), resistencia que porta el vector pcDNA3.1(-), utilizada para la
seleccion de los clones de interés. Para ello se probaron distintas dosis del antibiético
de modo de determinar cual es la concentracion minima necesaria para impedir el
crecimiento de la linea celular A20. Las dosis probadas fueron 100, 300, 500, 700,
1000, 1600 y 2000 pg/ml, y control sin antibidtico.

La transfeccidn de las células A20 se realizé con Amaxa cell line nucleofector kit
V (Lonza, Basel, Switzerland), utilizando el programa L-013. Se estudié la eficiencia de
transfeccidon con el plasmido reportero pmaxGFP segun instrucciones del fabricante
(Lonza, Basel, Switzerland). El porcentaje de células transfectadas, calculado como:
(nimero de células que expresan GFP/total de células estudiadas) x 100), se estudio
CF, adquiriendo los datos en el citometro de flujo FACS Canto Il, equipado con dos
laseres (BD Biosciences). Para la adquisicién y andlisis de datos, se utilizé el software
FACSDiva (BD Biosciences).

Posteriormente se realizé la transfeccion de la linea tumoral A20 con
pcDNA3.1IL-15 y el vector vacio pcDNA3.1(-) como control. La linea transfectada con el
pldsmido portador del gen para IL-15 se denomind A20 (IL-15) y con el control A20
(pcDNA3.1). Como se menciond anteriormente la presidn selectiva se realizd con
neomicina. Aproximadamente 10 dias post-transfeccion se realizd separacion celular
por FCS-SSC, en el que se dispensd una célula por pocillo en placa de 96 pocillos para
aislar los clones transfectados. La placa se cultivd por aproximadamente 30 dias,
manteniendo siempre la presidon selectiva, de modo de propiciar la integracién del
plasmido en el genoma y de esta forma obtener clones que expresen de forma estable

la citoquina de interés.

1.1.3.3 Determinacion de los niveles de ARN mensajero de /[15 en los
clones transfectantes mediante PCR en tiempo real
Se determinaron los niveles de ARNm para //15 en clones transfectantes,

utilizando PCR en tiempo real (RT-PCR). En primer lugar, se realizé la extraccidon de ARN

79



a partir de 1x10° células de clones A20 (IL-15) y A20 (pcDNA3.1) en cultivo utilizando
Trizol (Thermo Fisher Scientific), seglin lo indicado por el fabricante. La cantidad y
calidad de ARN se determind mediante la relacién de absorbancia 260/280 en el
equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Previo a la sintesis del ADN copia
(ADNc), 1 pg de ARN se tratd con DNasa | (Thermo Fisher Scientific) por 15 min. La
retrotranscripcion se realizé con la enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLV RT) (Thermo Fisher Scientific) y “random primers” (Thermo
Fisher Scientific), utilizando el siguiente ciclado: 10 min a 25°C, 50min a 37°Cy 15 min a
70°C. El ADNc se diluyd 1/4 en agua bidestilada (Thermo Fisher Scientific) y se
almacend a -20°C. Finalmente, se realizaron las RT-PCR en el termociclador 7900HT RT-
PCR System (Applied Bio-systems, Foster City), utilizando el kit comercial QuantiTect
SYBR Green PCR (QIAGEN) y los cebadores mostrados en la Tabla 9 a una
concentracién final 0,9 uM, el gen B-actina (Actb) se utilizd como gen constitutivo. El
ciclado utilizado fue: 15 min a 95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 1 min a 60°C, con
curva de desnaturalizacion al final del mismo. Una vez finalizada la PCR, se determind
el valor de Ct para cada muestra, y los niveles de ARNm se calcularon utilizando el
método 2722 476, donde ACt = Ctgen de interes — Clactr, Y S€ expresaron relativos a los
niveles de ARNm de clones transfectados con el plasmido vacio (incremento relativo).
Los clones con mayores niveles de ARNm para IL-15 se criopreservaron a -80°C.
También se criopreservaron células transfectantes control, A20 (pcDNA3.1), pero en

este caso la eleccion de los clones fue arbitraria.

Tabla 9. Cebadores utilizados en las RT-PCR para determinar los niveles de ARNm de //15 en clones transfectantes.

Nombre Cebador sentido (5°- 3") Cebador anti-sentido (5°- 3°) Amplicon (pb)
Actb GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG 68
115 CATCCATCTCGTGCTACTTGTGTT AGGGAGACCTACACTGACACAGCCCAAAA 101

1.1.3.4 Western blot para detectar la citoquina IL-15
Luego de determinar cuales eran los clones que expresaban los mayores niveles
de ARNm para IL-15, los mismos se analizaron por Western blot (WB) siguiendo el

477

protocolo descrito en *"’. Debido a que la citoquina IL-15 es una proteina pequefia,
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para el SDS-PAGE se utilizaron geles de Tricina, segun se describe en 478 ya que tienen
mejor resolucion para visualizar proteinas con peso molecular menor a 15 kDa. Se
analizo la presencia de la proteina IL-15 en muestras de sobrenadantes de cultivo de
los clones transfectantes y sonicado del pellet de dichas células. Como control se

utilizé 50 ng de la IL-15 murina recombinante (Thermo Fisher Scientific).

1.1.3.5 Ensayo para determinar la actividad biolégica de IL-15

Para el estudio de la actividad bioldgica de la citoquina IL-15, producida por las
células transfectantes, se utilizo la linea celular CTLL-2 (ATCC). Dicha linea es un clon de
células T citototdxicas derivadas de la cepa de raton C57BL/6 y tiene la particularidad
de proliferar en presencia tanto de IL-2 como de IL-15. La linea se crecié en medio de
cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% SFB, 10% factor de crecimiento de rata,
preparado segun se describe por ATCC para esta linea celular, 2 mM L-glutamina, 0,05
mM 2-mercaptoetanol y 1ImM piruvato de sodio (Sigma), en estufa hiumeda a 37°Cy
5% CO,.

Se realizaron ensayos con MTT utilizando la linea celular CTLL-2 basandonos en

el trabajo de Soman & col. *”°

. Las células fueron dispensadas en placas de 48 pocillos
en una densidad de 5x10° células/pocillo. Se realizaron triplicados de cada condicién:
dilucién 1/2 de sobrenadante (sn) de cultivo de 48 hs de células A20 (IL-15) y A20
(pcDNA3.1), 1,5 pg/ml de Concanavalina A (ConA) (Sigma), y medio de cultivo fresco.
Para la curva estandar se hicieron seis puntos (diluciones al medio), utilizando 6 ng/ml
como concentraciéon inicial de la proteina 1l-15 recombinante (Thermo Fisher

Scientific). La placa se incubd en estufa humeda a 37°C y 5% CO, por 48 hs.

Posteriormente se realizé el ensayo de MTT se describe en *’°.

1.2 Estudio de la tumorigenicidad de las células transfectantes

Se estudid la tumorigenicidad de las células A20 (IL-15) y A20 (pcDNA3.1) en
animales naive. Las células transfectantes y la linea A20 se crecieron en cultivo hasta
fase log, luego se lavaron y resuspendieron en PBS a una concentracion de 5x10°
céls/ml. Los ratones fueron inoculados de forma subcutanea (s.c.) en el flanco derecho

con 1x10° células en 0,2 ml de PBS. Los animales se observaron dia por medio para
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monitorizar el volumen tumoral y la sobrevida. Para calcular el volumen tumoral se

utilizé un caliper y se aplicé la férmula: ancho x largo x profundidad x m/6 **°. P

or
convencién asumimos como criterio de punto final, la presencia de elementos de

distrés en los animales o cuando los volumenes tumorales alcanzaban 4.000 mm?.

1.3 Otras lineas celulares

Para los ensayos de citotoxicidad mediada por células NK se utilizé la linea
celular YAC-1 (ATCC), la cual deriva de células transformadas con virus de la leucemia
murina de Moloney de ratones de la cepa A/Sn. Esta linea celular tiene la
particularidad de ser sensible a la citotoxicidad mediada por células NK. Las células se
crecieron en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% SFB, en estufa
himeda a 37°Cy 5% CO..

La linea celular B16F1 de melanoma, singénica con ratones C57BL/6J, se cultivd
en DMEM (Capricorn, Ebsdorfergrund, Alemania) suplementado con 10% de SFB en
estufa a 37°Cy 5 % CO,. Esta linea se uso para preparar un lisado celular, el cual se
utilizé como antigeno no relacionado en los ensayos que involucraban estimulacién de
esplenocitos. Dicho lisado se realizé de igual forma que el de A20, descrito en el
Subapartado 1.1.2.

Los hibridomas GK1.5 (anti-CD4), 2.43 (anti-CD8), RB68C5 (anti-GR1) y HB152
(isotipo control) (ATCC) se cultivaron en medio DMEM (ATCC), suplementado con 10%
de SFB (ATCC), 1 % penicilina-estreptomicina (Sigma) y 2mM L-glutamina, en estufa
hiumeda a 37°C y 5 % CO,. Luego de crecer las células por 4 dias, se realizd
ultracentrifugacion a 12.000g por 30 min a 4°C, obteniendo el sobrenadante, el cual se
concentré por ultrafiltracion en el equipo QuixStand (GE Healthcare Life Sciences,
Chicago, IL). Los anticuerpos se purificaron por afinidad en una columna de proteina G
en el equipo AKTA (GE Healthcare life Sciences). Se realizdé un SDS-PAGE para
corroborar la purificacién de dichos anticuerpos, y se cuantificd por la técnica de

Bradford (Fig. 17).
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Figura 17. SDS-PAGE de anticuerpos
depletantes purificados. 1)
marcador de PM PageRuler
Prestained (Thermo Fisher Scientific)
(bandas de menor a mayor (kDa): 17,

55 KDa
26, 34, 43, 55, 72, 95, 130, 180), 2)
isotipo control, 3) anticuerpo anti-
CD4, 4) anticuerpo anti-CD8.

25 KDa

2 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 8-10 semanas de edad. Los mismos
fueron producidos en el bioterio de DILAVE (Divisién de Laboratorios Veterinarios,
Montevideo, Uruguay) y alojados en hoteleria del bioterio del Dpto. de Desarrollo
Biotecnoldgico del Instituto de Higiene. Dicho bioterio cuenta con salas definidas para
trabajar con animales infectados y no infectados, y esta equipado con todo el material
necesario. Los ratones fueron mantenidos en un ambiente controlado, con
temperatura entre 20-22°C, y humedad entre 40-70%, con sistema de iluminacién
automatica con ciclos de 12 hs luz/12 hs oscuridad y jaulas con filtro y sistema de aire
libre de microorganismos. Para la cama se utilizé viruta atdxica autoclavada. Los
animales recibieron agua y racidon balanceada y complementada con nutrientes
esenciales y no esenciales estéril ad libitum. Para el manejo de los animales se utilizo
vestimenta completa (guantes, tapabocas, tunicas, gorros y zapatos) exclusiva para el
area y la manipulacién de los mismos se realizé bajo cdmara de flujo laminar.

Cabe mencionar que los protocolos de experimentacién animal utilizados en
este trabajo siguieron la Ordenanza para el Uso y Manejo de Animales de Laboratorio
de la Comisién Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA) de la Universidad de la

Republica y fueron aprobados por dicha institucién.
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3 BACTERIA UTILIZADA

La cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium), LVRO1,

atenuada por una delecién en el gen aroC (via de los compuestos aromaticos) >*° s

e
utilizé para distintos ensayos. Dicha cepa se crecié con agitacién a 37°C en medio
Luria-Bertani (LB) liquido (Difco Laboratories, Deteroit, Ml), hasta alcanzar la fase
exponencial de crecimiento. Una vez crecida se almacend un stock en glicerol 17% a -
80°C. Para determinar la concentracidon del stock se descongelé una alicuota y se
realizdé recuento en placa de LB agar (Difco Laboratories) de diluciones seriadas al
décimo. Los stocks se utilizaron tanto en los ensayos de invasién de células como para
los ensayos in vivo.

Para los ensayos de inmunizaciéon con LVRO1 se descongeld una alicuota del
stock de LVR y se diluyé en buffer fosfato salino (PBS) a una concentracion de 1x10’

ufc/mL. Se controlé que la concentracién bacteriana fuera la adecuada mediante

recuento en placa.

4 PREPARADOS VACUNALES

La vacuna utilizada se formuld con células A20 transfectadas para que expresen
de forma estable la citoquina IL-15, infectadas con Salmonella LVR0O1, de modo de
aumentar los niveles de expresion de moléculas co-estimuladoras y MHC I, y

posteriormente irradiadas para eliminar la tumorigenicidad de la linea A20.

4.1 Ensayo in vitro de invasion celular con la cepa LVRO1

Para el ensayo de invasion de las células A20 (pcDNA3.1)/A20 (IL-15) con la
cepa LVRO1 se utilizé una multiplicidad de infeccion (MOI) 100:1, previamente descrito
por Grille & col. *', y control sin bacteria. La densidad celular utilizada fue de 1x10°
células/ml. La mezcla se incubé por 1 h en estufa humeda a 37°C y 5% CO,.
Posteriormente, se centrifugd a 800 rpm por 10 min y las células se resuspendieron en

RPMI completo conteniendo 100 pg/mL de gentamicina (Sigma) por 24 hs en estufa
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himeda a 37°C y 5% CO,, de modo de inhibir el crecimiento de las bacterias que

permanecen en el medio extracelular.

4.2 Determinacion de la expresion de moléculas co-estimuladoras y MHC

Il en células infectadas con LVRO1

La capacidad que posee la cepa LVRO1 de modificar la expresion de moléculas
co-estimuladores y MHC de clase Il en la linea celular A20 (pcDNA3.1) y A20 (IL-15), se
determind por CF. Luego de 24 hs post-infeccidn las células fueron lavadas con PBS e
incubadas con anticuerpos monoclonales anti-CD80 conjugado con PE, anti-CD86
conjugado con FITC, anti-CD40 conjugado con FITC, anti-MHC |l conjugado con PE y
controles isotipicos conjugados con FITC y PE (BD Biosciences, Oxford, UK), en
oscuridad a 4°C por 30 min. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y los datos
se adquirieron en el citdtmetro de flujo FACS Canto Il utilizando el software FACSDiva e
Infinicyt (Cytognos, Spain). También para el analisis de datos se utilizd el mismo
software. Dado que el estudio de la expresién de dichas moléculas por CF se realizd en
el mismo momento para las distintas células, los valores para cada marcador se
calcularon como la resta de los promedios de triplicados de intensidad media de
fluorescencia (MFI, del inglés) menos el promedio de triplicados de MFI de los

controles isotipos.

4.3 Irradiacion de las células A20

Se realizé la puesta a punto de la irradiacion de las células A20 (pcDNA3.1)/A20
(IL-15) con una bomba de *°Co en el Centro de Investigaciones Nucleares (CIN). Las
células se irradiaron en una concentracién de 1x10’ células/ml. Se probaron los
siguientes tiempos (min) de irradiacion: 10, 15, 20, 30, 45 y 60. El efecto ejercido por la
irradiacion se controld por tres métodos: 1) determinacién de viabilidad celular 2)
estudio del ciclo celular; 3) inoculacién de células irradiadas a ratones sanos para

comprobar que no desarrollan la enfermedad.
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Inmediatamente después de irradiadas, las células fueron criopreservadas en
RPMI completo con 10% DMSO a -80°C. En el momento de ser utilizadas como vacuna

se descongelaron y se lavaron dos veces con PBS.

4.3.1 Estudio de la viabilidad celular con azul de Tripan

Luego de la irradiacion, una alicuota de células se cultivé en RPMI completo en
estufa humeda a 37°Cy 5% CO,. A las 0, 24 y 72 hs, y 5 dias post-irradiacién de las
células en cultivo se determind el porcentaje de células viables por exclusién con azul

de Tripan (Thermo Fisher Scientific), cuantificando las células al microscopio.

4.3.2 Estudio del ciclo celular por citometria de flujo

Al mismo tiempo que se realizé la determinacidon de la viabilidad celular, se
analizé el ciclo celular por la técnica de cuantificacion de ADN en nucleos por CF
utilizando ioduro de propidio **. Los datos se adquirieron en el citémetro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences), y para el procesamiento de datos se utilizé el software
ModFit (Verity Software House, Inc). En la Fig. 18 se representa el tipico histograma
que resulta de estudiar el ciclo celular normal por CF. Se elegird una dosis de
irradiacién que provoque la disminucién de la fase S y arreste el ciclo celular en la fase

G2/M.

Figura 18. Estudio del ciclo celular por CF.
Visualizacién  representativa de un
histograma monoparamétrico del ciclo
celular normal y analisis del contenido de
material genético (ADN) por citometria de
flujo. Imagen extraida de >3,

Células en fase G, G,

Células
en fase
\ “G2”y “Ml!

Células
en fase
usll

Conteos celulares o eventos

0 200 400 600 800 1000

2N 4N
Contenido de ADN

86



4.3.3 Estudio de la tumorigenicidad de células irradiadas

Se corrobord que las células transfectantes utilizadas en las preparaciones
vacunales efectivamente no fueron tumorigénicas. Para ello se inocularon 1X10°
células irradiadas A20 (IL-15) o A20 (pcDNA3.1) a cinco ratones sanos y se monitoreo
que no desarrollaran tumor.

Una vez corroborada la expresion de moléculas co-estimuladoras y MHC Il por
la infeccidon con Salmonella, y puesta a punto las dosis de irradiacion necesarias para
eliminar la tumorigenicidad celular, generamos nuestro stock de vacunas utilizando el
clon N° 5 de A20 (IL-15) y el N° 1 de A20 (pcDNA3.1). Todos los ensayos in vivo se

realizaron con este stock.

5 MODELO MURINO DE ENFERMEDAD MiNIMA RESIDUAL DE LNH-B

5.1 Implantacion del tumor

Para la implantacién del tumor, las células A20 se crecieron en cultivo hasta
fase log, luego se lavaron y resuspendieron en PBS a una concentracién de 5x10°
céls/ml. Los ratones fueron inoculados de forma s.c. en el flanco derecho con 1x10°
células A20 en 0,2 ml de PBS. Los animales se observaron dia por medio para detectar
el momento de aparicién del tumor, monitorizar el volumen tumoral y la sobrevida. El
calculo del volumen tumoral se realizé segun se describe en el Apartado 1.2, y también
se asumié como criterio de punto final la presencia de elementos de distrés en los

animales o cuando los volimenes tumorales alcanzaban 4.000 mm>.

5.2 Tratamiento quimioterapico

El tratamiento quimioterapico estandar utilizado tanto en pacientes con LNH
agresivos asi como para la mayoria de LNH indolentes es la combinacion de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina 'y prednisona/esteroides (CHOP)

31,481

administrado cada 21 dias por 6-8 ciclos . Para desarrollar el modelo de EMR en
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los animales, se utilizé el régimen CHOP administrado de forma intraperitoneal (i.p.),
en donde se sustituyd la prednisona oral por dexametasona i.p, de modo de lograr
niveles mas uniformes de esteroides y reducir posible peritonitis quimica. Luego de
evaluar dosis crecientes de farmacos y diferentes esquemas de administracion se opté
por utilizar en cada ciclo las siguientes dosis: ciclofosfamida 100 mg/kg, doxorubicina 6
mg/kg, vincristina 0.1 mg/kg y dexametasona 0.2 mg/kg. Los ratones portadores de
tumor A20 se trataron con un ciclo de CHOP al dia 25 post-implantacion del tumor
(p.i.t.) (CHOPx1), dos ciclos de CHOP, uno al dia 25 y otro al dia 35 p.i.t. (CHOPx2), o
PBS como control (n=9), y se monitorizé el crecimiento tumoral y la sobrevida. Para
determinar los posibles efectos secundarios de la quimioterapia se midié el cambio en
el peso corporal y la toxicidad a nivel hematoldgico. Se estudid la recuperacion de
linfocitos, monocitos y neutrdéfilos luego cada ciclo de CHOP, utilizando un contador
automatico de células sanguineas para determinar el valor absoluto de leucocitos/mLy
posteriormente realizando recuento manual de neutréfilos, monocitos y linfocitos en
extendidos de sangre periférica tefidos con May-Grinwald Giemsa. La sangre se
obtuvo puncionando la vena caudal con una aguja 27G. Este estudio permitié
determinar el periodo éptimo entre los ciclos de CHOP.

Para evitar posibles infecciones por el efecto inmunosupresor que tienen las
drogas que componen la quimioterapia, se administré tratamiento profilactico con 15
mg/kg de fluconazol y 20 mg/kg de aciclovir via oral via oral.

La preparacién de las drogas citostaticas se realizd en el Hospital de Clinicas por
personal técnico capacitado, en una cabina de flujo laminar destinada para tal fin. Una
vez preparado el CHOP, la inoculacidn de los animales se llevd a cabo en el bioterio del
Instituto de Higiene, Facultad de Medicina. Todo el material en contacto con
citostaticos fue descartado en los sitios habilitados disponibles en el Hospital de

Clinicas.

5.3 Estudio de la citotoxicidad de la quimioterapia

5.3.1 Efecto de la quimioterapia sobre la linea celular A20

Se estudio el efecto citotdxico in vitro de las las drogas que componen el CHOP

sobre la linea celular A20, mediante ensayos de inhibicion de crecimiento. Las células
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fueron dispensadas en placa de 24 pocillos en una densidad de 1x10° células/pocillo.
Se realizaron triplicados de distintas concentraciones de cada droga, como control se
utilizé PBS y Dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma). Para la ciclofosfamida, doxorrubicina y
dexametasona se probaron las dosis de 0,1, 1, 10, 100 nM y 1 uM, y para la vincristina
10, 20, 30, 40, 50 y 70 nM. Las placas se incubaron por 96 hrs en estufa himeda a 37°C
y 5% CO,. Posteriormente se determiné la viabilidad celular por microscopia con el
colorante vital azul de Tripan (Life Technologies, Carlsbad, CA), y por CF utilizando
Anexina V (BD Pharmingen, San Diego, CA) e ioduro de propidio (IP) (Sigma). La
concentracion inhibitoria minima (ICsq, del inglés) se definid como la concentracién de

la droga (nM) a la cual el crecimiento celular se inhibe en un 50%.

5.3.2 Estudio de la toxicidad de la quimioterapia sobre los animales

Para evaluar el efecto tdxico in vivo, se midié el peso corporal de los ratones
antes y después de la administraciéon del CHOP. Se calculé el cambio en el peso
corporal (BWC, del inglés) utilizando la formula: % BWC=[(peso corporal del ultimo

dia)—(peso corporal al dia 0)/(peso corporal al dia 0)] x 100 482

. En particular para
nuestro célculo, el peso corporal al dia 0 corresponde al valor medido inmediatamente

antes de administrar el primer ciclo de CHOP.

5.4 Necropsias e histologia

Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron ratones de cada grupo para llevar a cabo
necropsias. Por un lado, los animales fueron examinados para determinar la presencia
macroscopica de linfoma a nivel del sitio primario, nédulos linfaticos y otros érganos.
Por otro lado, se removid tejido del sitio primario, ganglios linfaticos inguinales y de
retroperitoneo, higado y bazo para evaluar si habia compromiso por linfoma a nivel
microscopico. Las muestras se sumergieron en formalina tamponada al 10% por 24 hs
a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron lavadas con PBS por 24
hs a 4°C y luego sumergidas dos veces sucesivas por 2 hs en: EtOH 95%, alcohol
absoluto, xilol, parafina y finalmente se procesaron en bloques de parafina. Se

cortaron laminas de 4 um y se desparafinaron por inmersiones sucesivas de 5 min en:
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xilol, alcohol absoluto, EtOH 95% y EtOH 90%. Luego los cortes fueron lavados tres
veces con agua destilada y tefidos con hematoxilina-eosina. Finalmente se
sumergieron de forma sucesiva por 3 seg en: EtOH 70%, EtOH 80%, EtOH 95%, alcohol

absoluto, xilol y se montaron con Balsamo de Canada.

5.5 Imagenologia molecular: PET/CT

La remisidn completa de la enfermedad se evalud in vivo mediante la técnica de
imagenologia molecular Tomografia por Emision de Positrones/Tomografia
Computarizada (PET/CT), utilizando el radiotrazador ®F-2-fluor-2-desoxi-D-glucosa
(18

F-FDG). Este estudio fue llevado a cabo en el Centro Uruguayo de Imagenologia

Molecular (CUDIM).

5.5.1 Adquisicion de imagenes

El PET/CT se llevd a cabo utilizando la camara trimodal (Triumph, Trifoil, Inc.,
US) con el centellador LYSO/LGSO (resolucion espacial: 1,0 mm, campo axial de vision:
3,75 cm). Los datos se adquirieron en una matiz de 184 x 184 x 31, tamaio de pixel de
0,25 x 0,25 x 1,175 mm; ancho de ventana de coincidencia: 22,22 seg.

Los ratones evaluados por histologia fueron estudiados por PET/CT (n=17), de
los cuales dos fueron excluidos del analisis ya que murieron como resultado de la
citotoxicidad de la quimioterapia. Las imagenes fueron obtenidas antes (dia 25 p.i.t.) y
después del tratamiento con CHOP, cuando los ratones tenian remisién completa
determinada por palpacion (clinica) (dia 44 p.i.t.). Los animales se anestesiaron con 2%
isofluorano con flujo de oxigeno de 2 L/min. Se colocaron en decubito en la cama del
scanner y se inyectaron con 100 ulL de ®F-FDG (20,0 + 5,4 MBq) por la vena caudal. La
adquisicion de las imagenes comenzé 30 min luego de la administracion del
radiotrazador y durd un total de 60 min. La reconstruccion de imagenes se realizé
utilizando el procedimiento iterativo 3D-MLEM (Maximum Likeliehood Expectation

Maximization).
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5.5.2 Analisis de las imagenes

Se realizd el andlisis de las imagenes semi-cuantitativo utilizando PMOD,
version 3.4 (PMOD Technologies, Ltd., Zurich, Switzerland). Los estudios de PET fueron
co-registrados con su correspondiente estudio de CT, de modo de determinar la
localizacion anatémica. Las imagenes se presentaron en cortes coronal, sagital y axial.
Para cuantificar la captacidn especifica, se trazaron volimenes de interés (VOIs) en el
tumor como sitio blanco (B), y en el musculo esquelético como tejido no blanco (NB)
83 La captacién se expresé en KBg/cc; los resultados se expresaron como el cociente
B/NB.

Se calculé la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y valor
predictivo positivo, estableciendo un punto de corte para considerar que el ratén
presentaba linfoma residual. Dicho valor fue 2,45 y se calculd utilizando las curvas ROC

(del inglés Receiver Operating Characteristic curve) segun se describe en la Seccién 9.

5.5.3 Estudio del LNH-B por rayos X

Otra técnica de imagenologia que intentamos implementar para realizar el
seguimiento in vivo de la enfermedad fue el estudio por rayos X (RX). Los ratones
portadores de linfoma A20 se anestesiaron por inyeccién i.p. con 2,2 mg de y 0,11 mg
de xilacina, se tomaron imagenes en la camara In-Vivo MS FX PRO (Bruker BioSpin,

Billerica, MA), disponible en el CIN, a los dias 15, 22 y 29 p.i.t.

6 ENSAYOS IN VIVO CON LA VACUNA FORMULADA CON LAS
CELULAS A20 MODIFICADAS

Se estudiod la eficacia terapéutica generada por la administracién de la vacuna
formulada con células A20 productoras de IL-15 infectadas con LVRO1 vy
posteriormente irradiadas (vacuna A20 (IL-15)-SL), en ratones en estado de EMR. En
primer lugar se realiz6 un ensayo preliminar en el modelo de alta carga tumoral de
LNH-B, previamente reportado por Grille & col. 3% en donde se administraron dos

dosis de la vacuna a los dias 3 y 7 p.i.t. Ademads, como control se incluyé un grupo al
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que se le administré la vacuna formulada con células A20 transfectadas con el
pldsmido vacio (pcDNA3.1) infectadas con LVRO1 previo a ser irradiadas (vacuna A20
(pcDNA3.1)-SL) y el grupo PBS. Posteriormente se realizé un ensayo utilizando el
modelo de EMR de LNH-B. Para ello se realizaron los grupo PBS, CHOPx2, CHOPx2 +
A20 (IL-15)-SL y CHOPx2 + A20 (pcDNA3.1)-SL. Inicialmente y en base a estudios

354431 se disefio

previos de nuestro grupo con otras vacunas desarrolladas para LNH-B
un ensayo basado en dos inmunizaciones (dia +11 y +15 dias luego del 2do ciclo de
CHOP, que correspondia a dias 46 y 50 p.i.t.). Posteriormente, con el objetivo de
mejorar la respuesta obtenida se disefié un segundo ensayo basado en 5

inmunizaciones (dias 46, 50, 54, 57, 61 p.i.t.) (Fig. 19).

Dia25 Dia35 Dia 46 Dia 50 Dia 54 Dia 57 Dia 61

,,\ Células A20
A20 A20 A20 A20
(IL-15) (IL-15) (IL-15) (IL-15)
SL SL SL SL
DIA 0
5‘ Células A20

A20 A20 A20 A20
(pcDNA3 1) (pcDNA3.1) (pcDNA3.1) (pcDNA3.1) (pcDNA3.1)
SL SL SL SL

DIA 0
’,\**Celulas A20
DIAO mmﬂ ﬂ ﬂ E E

’P Células A20

DIAO

Figura 19. Esquema de inoculaciéon con cinco dosis de vacuna A20 (IL-15)-SL. La implantacion del tumor se realizd
inoculando 1x10° células A20 de forma s.c. (dia 0) (n=9). Los ciclos de CHOP se inocularon los dias 25y 35 p.i.t. y las
cinco dosis de la vacuna A20 (IL-15)-SL, asi como su control A20 (pcDNA3.1)-SL, se administraron a los dias 46, 50,
54,57y 61 p.i.t.
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7 ENSAYOS DE INMUNIZACION CON SALMONELLA INTRATUMORAL

Se estudio el efecto de la administracidn i.t. de la cepa LVRO1, en combinacion
con la quimioterapia. Se inoculé 1x10° ufc en 0,1 ml de PBS de forma intratumoral (i.t.)
en ratones portadores de LNH-B. El esquema de inoculacién para los grupos PBS, tres
dosis de LVRO1 (LVR01x3), CHOPx2 y CHOPx2+LVR01x3 se muestra en la Fig. 20. Cabe
aclarar que en este ultimo grupo, la inoculacién de LVRO1 al dia 39 p.i.t. se realizé de
forma s.c. en la zona tumoral, ya que a ese dia el tumor no era palpable en la mayoria
de los animales. Nétese que para el grupo LVRO1x3 la administracion de Salmonella se
realizé segun lo descrito por Grille & col., i.e. dosis cada siete dias **¢, por lo que este
grupo no se utilizdé como control experimental, sino para reproducir el efecto

previamente reportado y compararlo con la terapia combinada.

Dia18 Dia 25 Dia 32 Dia 35 Dia 39
Células A20
!! I e
DIAO m m
Células A20
DIA O )
Células A20 f
DIAO Células A20
DIAO - ' ' -

Figura 20. Esquema de inoculacién. La implantacién del tumor se realizé inoculando 1x10° células A20 de forma s.c.
(dia 0) (n=10). En los grupos CHOPx2 y CHOPx2+LVR01x3 los ciclos de quimioterapia se administraron de forma i.p.
los dias 25y 35 p.i.t. En los grupos LVRO1x3 y CHOPx2+LVR01x3, se administraron 1x10° CFU de formai.t. los dias 18,
25y 32,y 18,32y 39 p.i.t, respectivamente.
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8 ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE

Se estudid la respuesta inmune generada por los distintos tipos de
inmunoterapia a nivel local (tumor) y sistémico. Se sacrificaron cinco ratones por grupo

a los que se les extrajo tumor, bazo y sangre.

8.1 Analisis de células infiltrantes de tumor por citometria de flujo

Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron ratones con linfoma primario residual de los
grupos PBS, LVR01x3, CHOPx2 y CHOPx2 + LVRO1x3, para extraer muestras de tumor.
Las mismas se disgregaron y prepararon como una suspensién celular. Las muestras se
estudiaron por CF para determinar poblaciones infiltrantes de tumor (linfocitos T CD4+
(CD3+, CD4+), T CD8+ (CD3+, CD8+), linfocitos Tregs (CD4+, CD25+, FoxP3+), células NK
(CD49b+), y neutrdfilos (Ly6C/Ly6G+)). Las células se marcaron por 30 min en
oscuridad a 4°C con distintos paneles: 1) anti-CD49b conjugado a FITC, anti-CD69
conjugado a PE, anti-CD3 conjugado a APC, anti-CD19 conjugado a PerCPCy5.5, anti-
CD8 conjugado a PECy7, anti-CD4 conjugado a APCCy7; 2) anti-CD4 conjugado a FITC,
anti-FoxP3 conjugado a PE, anti-CD25 conjugado a APC, anti-CD3 conjugado a PECy7,
3) anti-Ly6C conjugado a FITC, anti-F4/80 conjugado a PE, anti-CD62L conjugado a APC,
anti-CD11b conjugado a PerCPCy5.5, anti-CD11lc conjugado a PECy7, anti-Ly6G
conjugado a APCCy7 (BD Biosciences). La concentraciéon dptima de anticuerpos se
definié previamente por titulacidon. Para la tincion intracelular de FoxP3, en primer
lugar las células se marcaron con anticuerpos anti-CD4 conjugado a FITC, anti-CD25
conjugado a APC y anti-CD3 conjugado a PECy7, luego se fijaron y permeabilizadas con
el buffer set para FoxP3 (BD Biosciences), de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Las células se lavaron dos veces con el buffer de permeabilizacién y se
incubaron con el anticuerpo anti-FoxP3 conjugado a PE en oscuridad por 30 min a 4°C.
Los datos se adquirieron en el citémetro de flujo FACS Canto Il. Para el procesamiento

de datos se utilizo el software FACSDiva e Infinicyt.
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8.2 Separacion de poblaciones celulares inmunes en muestras de tumor

Al dia 70 p.i.t. se sacrificaron cinco ratones en recaida de los grupos CHOPx2,
CHOPx2 + A20 (IL-15)-SL y CHOPx2 + A20 (pcDNA3.1)-SL para extraer muestras de
tumor con las que se realizd la separacidon de poblaciones celulares mediante CF,
utilizando el clasificador celular de alta velocidad FACSAria Fusion (BD Biosciences) del
Instituto Pasteur de Montevideo. En particular se separaron las poblaciones de
linfocitos T CD4+ (CD3+, CD4+), T CD8+ (CD3+, CD8+) y células NK (CD49b+). Para ello
las muestras de tumor se disgregaron y las células se marcaron por 30 min a 4°C en
oscuridad con el siguiente panel de anticuerpos: anti-CD45 conjugado a FITC, anti-
CD49b conjugado a APC, anti-CD3 conjugado a PerCPCy5.5, anti-CD4 conjugado a
APCCy7 y anti-CD8 conjugado a PECy7 (BD Biosciences). Una vez separadas, las

distintas poblaciones celulares se guardaron en Trizol a -80°C.

8.3 Deteccion de citoquinas y quimioquinas en el tumor por PCR en

tiempo real

Se determinaron los niveles de ARNm para distintas citoquinas y quimioquinas
en el microambiente tumoral utilizando RT-PCR. Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron cinco
ratones de los grupos PBS y LVRO1x3, y aquellos de los grupos CHOPx2 vy
CHOPx2+LVR01x3 con tumor primario residual (remisidn parcial) para extraer muestras
de tumor. El mismo procedimiento se realizé para tumores de los grupos CHOPx2,
CHOPx2 + A20 (IL-15)-SL y CHOPx2 + A20 (pcDNA3.1)-SL al dia 70 p.i.t. (animales en
recaida). Los tumores se sumergieron en Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
conservaron a -80°C. Al momento del procesamiento, los tumores se disgregaron
utilizando el homogeneizador Ultra Turrax T8 ANTRIEB (IKA WERKE) vy el ARN se
extrajo de acuerdo a las instrucciones de fabricante (Invitrogen). La cuantificacion de
ARN, tratamiento con ADNasa, retrotranscripcion, PCRs y analisis de resultados, se
describieron previamente en el Subapartado 1.1.3. En particular se estudid la
expresion de los genes Ccl3, Ccl4, Ccl5, Ccl20, Cxcll, Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11, Cxcli2,
Cxcrd, Cxcr7, 112, 114, 116, 1110, 1112, I117a, Foxp3, Ifng, Lgals1, Tgfby Tnfa. En este caso se
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utilizé como gen constitutivo 8-2 microglobulina (62m), y los resultados se expresaron

relativos al grupo CHOPx2. El listado de cebadores utilizados se detalla en la Tabla 10.

Ademas con las poblaciones celulares separadas por CF, se realizé el estudio de

la expresidn de genes para varias citoquinas. En particular se estudié la expresion de

112, 114, 115, 116, 1110, 1113, ll17a, Ifng, Tgfb y Tnfa, para la poblacién de linfocitos T CD4+,

Ifng y Tnfa en la poblacidn de linfocitos T CD8+, e Ifng en la poblacidn de células NK. La

extraccién de ARN y pasos sucesivos se realizaron igual que para las muestras de

tumor entero, con la diferencia que las células no necesitan ser disgregadas. Los

cebadores utilizados se detallan en la Tabla 10.

Tabla 10. Cebadores utilizados en las PCR cuantitativas.

Tamaiio del
Gen Cebador sentido (5°-3") Cebador anti-sentido (5°-3")
amplicon (pb)
B2m CCTGCAGAGTTAAGCATGCCAG TGCTTGATCACATGTCTCGATCC 72
Ccl2 CCCTCAACGGAAGAACCAAA CACATCAGGTACGATCCAGGC 72
Ccl3 AACATCATGAAGGTCTCCAC CCAAGACTCTCAGGCATTCA 294
Cclg GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT GTCTGCCTCTTTTGGTCAGG 196
Ccl5 GGTACCATGAAGATCTCTGCA AAACCCTCTATCCTAGCTCAT 294
Ccl20 TTTTGGGATGGAATTGGACAC TGCAGGTGAAGCCTTCAACC 69
Cxcr4 TTCTCATCCTGGCCTTCATC CTTTTCAGCCAGCAGTTTCC 92
Cxcr7 GCCGTACCATTTTGTGGTTC TGCAACGCTGTAAAGAGCAC 96
Cxcl1 CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT 84
Cxcl9 TGGAGCAGTGTGGAGTTCGA CCTCGGCTGGTGCTGATG 73
Cxcl10 GCCGTCATTTTCTGCCTCAT GCTTCCCTATGGCCCTCATT 127
Cxcl11 CAAAATGGCAGAGATCGAGAAA TGAGCCTTCATAGTAACAATCACTTCA 87
Cxcl12 GAAGTGGAGCCATAGTAATGCC TCCAAGTGGAAAAATACACCG 133
Cxcl13 CAACTGTTGTCGGTCTAAACATCAT GGTCCAGATCACAACTTCAGTTTTG 89
Lgalsi TGAACCTGGGAAAAGACAGC TCAGCCTGGTCAAAGGTGAT 190
12 CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA CTTTCAATTCTGTGGCCTGCTTGGG 92
114 ACAGGAGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 95
15 AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT TCCAATGCATAGCTGGTGATT 117
e GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 78
110 CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA TGCTCCACTGCCTTGCTCTT 101
112 ATCACACGGGACCAAACCA CAGGCAACTCTCGTTCTTGTGTAGT 74

96



Continuacion Tabla 10.

113 GGAGCTGAGCAACATCACACA GGTCCTGTAGATGGCATTGCA 142
1117a CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC GGGTCTTCATTGCGGTGG 69
Ifng TCAGCAACAGCAAGGCGAAA CCGCTTCCTGAGGCTGGAT 143
Tagfb GCTGAACCAAGGAGACGGAAT GAGTTTGTTATCTTTGCTGTCACAAGA 76
Foxp3 CCCAGGAAAGACAGCAACCTT TTCTCACAACCAGGCCACTTG 89
Tnfa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA CCTCCACTTGGTGGTTTGCT 63

8.4 Ensayo de proliferacion celular con esplenocitos

Se sacrificaron ratones de los de distintos grupos para extraer bazo, los cuales
se disgregaron y prepararon como una suspension celular. Los esplenocitos se
marcaron con 1 uM de 5(6)-Carboxy-fluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFSE)
(Sigma-Aldrich), y se dispensaron 2x10° céls/ml en placa de 24 pocillos con las
siguientes condiciones: 1 pg/ml de Concanavalina A (ConA) (Sigma-Aldrich) como
control de estimulacion, 10 pg/ml de lisado de A20 (lisA20) como antigeno especifico,
10 pg/ml de lisado de B16F1 (lisB16F1) como antigeno no especifico y medio de cultivo
como control sin estimular (SE). La placa se incubd por 4 dias en estufa humeda a 37°C
y 5% CO,. Luego de la incubacidn las células fueron lavadas con PBS y marcadas con IP
en oscuridad a temperatura ambiente por 10 min. Ademas las células se marcaron
para linfocitos T CD4" (CD3" CD4") y T CD8" (CD3" CD8), con los anticuerpos anti-CD3
conjugado a APC, anti-CD8 conjugado a PECy7 y anti-CD4 conjugado a APCCy7. La
adquisicion de datos se realizd en el citdmetro FACS Canto Il y para el procesamiento
de datos se utilizaron los software FACSDiva, y ModFit segun se describe en 8 Ppara el
analisis se realizd un “gate” en la poblacién de esplenocitos viables utilizando el dot

plot FSC-IP.
8.5 Deteccion de citoquinas por RT-PCR en esplenocitos estimulados

Se sacrificaron ratones de distintos grupos y se removieron los bazos, los cuales
se prepararon como una suspension celular. Se dispensaron 2x10° céls/ml en placa de

24 pocillos con las siguientes condiciones: 1 pg/ml de ConA, 10 ug/ml de lisA20, 10
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ug/ml de lisB16F1, y medio de cultivo como control SE. Las células se incubaron en
estufa a 37°C 5% CO, por 24 hs. Posteriormente, fueron centrifugadas y los pellets se
colocaron en Trizol y almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. La extraccién de
ARN se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA).
La cuantificacién de ARN, tratamiento con ADNasa, retrotranscipcidon, PCRs y andlisis
de resultados, se describieron previamente en el Subapartado 1.1.3. En particular se
estudiaron los niveles de ARNm de /I-2, II-4, 1I-10, 1I-12, II-17a e Ifng. Se utilizé 82m
como gen constitutivo, y los resultados se expresaron relativos a la condicidn SE del

grupo CHOPx2. Las secuencias de los cebadores se indican en la Tabla 10.

8.6 Deteccion de citoquinas en el sobrenadante de esplenocitos
estimulados mediante ELISA

Para los grupos CHOPx2 y CHOPx2 + LVR01x3 se evalud la produccién in vitro
de citoquinas en los sobrenadantes del ensayo de proliferacién con esplenocitos. Al dia
4, se centrifugd la placa a 1.200 rpm y se obtuvo los sobrenadantes que fueron
guardados a -80°C hasta ser analizados. En particular se utilizaron kit de ELISA para

detectar IL-2, IL-10, IL-12 e IFN-y (BD Biosciences), segun lo indicado por el fabricante.

8.7 Ensayo de citotoxicidad mediada por células NK

Se sacrificaron ratones de distintos grupos para extraer bazo, los cuales se
prepararon como una suspensién celular. Los esplenocitos se utilizaron como células
efectoras (E) y la linea celular YAC-1, sensible a citotoxicidad mediada por células NK
tefiidas con 1 uM de CFSE, como células blanco (B). En base a un trabajo de Duan &
col. *®, las células se dispensaron en las relaciones (E:B) 6,25:1, 12,5:1, 25:1, 50:1,
100:1, 200:1, colocando 6x10”* células YAC-1/ml en placas de 24 pocillos. Las mismas se
incubaron por 24 hs en estufa humeda a 37°C y 5% CO,. Luego de la incubacidn, las
células se lavaron con PBS y se marcaron con IP por 10 min en oscuridad a
temperatura ambiente. La adquisicién de datos se realizé por CF, utilizando el equipo
FACS Canto Il y el procesamiento de los resultados se realizé con el software FACSDiva

e Infinicyt. El porcentaje de citotoxicidad se calculd con la férmula: [(% células muertas
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en la muestra - % muerte celular espontanea) / (100 - % muerte celular espontanea)]
485

8.8 Deplecion de poblaciones de células inmunes

Se implementaron técnicas para evaluar actividades efectoras del sistema
inmune e investigar la relevancia de poblaciones celulares en la actividad antitumoral.
En particular se produjeron anticuerpos depletantes para linfocitos T CD4*, CD8" y

neutroéfilos segun se describe en el Apartado 1.3.

8.8.1 Puesta a punto de las dosis necesarias para depletar las distintas
poblaciones celulares

Basdndonos en trabajos previos **°*%

, se pusieron a punto las dosis de
anticuerpos que debemos administrar para mantener depletadas las poblaciones de
linfocitos T CD4", T CD8", y neutrdfilos en ratones naive. El protocolo de administracién
fue el mismo para todos los casos: dias 1, 2, 3, 5, 7 y luego refuerzos cada una semana.
La cantidad de anticuerpo utilizado por dosis fue 100 pg/ratén. La deplecidén de cada
poblacién se corrobord estudiando sangre periférica de los animales por CF. En
particular se utilizaron los anticuerpos anti-CD4 conjugado a FITC, anti-CD8 conjugado
a PE, anti-CD3 conjugado a APC, anti-Ly6C conjugado a FITC y anti-Ly6G conjugado a
PE. Para el caso de los neutréfilos, aunque logramos la deplecién, no pudimos

mantenerla en el tiempo ya que a la semana de administrar el anticuerpo los animales

presentaban esplenomegalia y posteriormente morian.

8.8.2 Ensayo de deplecion in vivo de células inmunes

Una vez puesto a punto los regimenes de inoculacidn, se realizaron ensayos in
vivo, administrando los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 en ratones del grupo CHOPx2
+ LVRO1x3. En particular se inocularon los dias -1, 0, 1, 3, 5, 12, 19, tomando el dia 0
como el inicio de la inmunoterapia, i.e. la primera inoculacion de LVRO1. En la Fig. 21

se muestra el esquema de inoculacion utilizado.
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Fig. 21. Esquema de inoculacion de los anticuerpos depletantes. Se muestra el esquema de administracion de los
anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 e isotipo control en el grupo CHOPx2 + LVR01x3 (n=5). En todos los casos se utilizé el
mismo protocolo de inoculacion de anticuerpos depletantes y la cantidad de anticuerpo utilizada por dosis fue 100
pg/ratén.

8.9 Estudio de la respuesta humoral contra las células tumorales A20

Se extrajeron muestras de sangre a distintos tiempos, se incubaron 30 min en
estufa a 37°C, y luego se centrifugaron a 7.000 rpm por 10 min a 10°C. Las muestras de
suero se colocaron en tubos limpios y se almacenaron a -20°C hasta el momento de ser
utilizados.

La respuesta humoral contra las células A20 se determind mediante ELISA.
Como sustrato se utilizaron placas de poliestireno Nunc (Sigma), las cuales fueron
sensibilizadas con 15 pg/pocillo de lisado de células A20 durante toda la noche en
camara humeda a 4°C. Las placas se lavaron tres veces por tres minutos con PBS —
0,05% Tween-20 (Sigma-Aldrich) (PBS-T) y luego se bloquearon con PBS — 1% BSA
(Sigma-Aldrich) por 1 h en cdmara humeda a 37°C. Las muestras de suero se diluyeron
1/50 en PBS — 0,05% Tween — 1% BSA (PBS-T-BSA) y se agregaron a las placas por
duplicado. Luego de 2 hs de incubacion en cdmara humeda a 37°C, se realizaron tres
lavados de tres minutos con PBS-T y se agregd el anticuerpo secundario IgG producido
en cabra conjugado a biotina (SouthernBiotech, Birmingham, AL) diluido 1/2000 en
PBS-T-BSA, se incubd por 1 h en cdmara humeda a 37°C. Para aumentar la sefial se
agregd estreptavidina conjugada a peroxidasa (Sigma-Aldrich) en una dilucién 1/2500
en PBS-T-BSA y se incubé por 45 min en cdmara himeda a 37°C. Finalmente, el color se
desarrollé utilizando SIGMAFAST OPD (Sigma-Aldrich), siguiendo las indicaciones del

fabricante.
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8.10 Estudio de la condicion fisica y comportamental de los animales

Se determind si la administracién de Salmonella tiene un impacto en la
condicién general de los animales. Para ello, se midieron distintos parametros, tanto
clinicos como paraclinicos, en animales con CHOP tratados con LVRO1 o sin tratar, los
dias 26, 44 y 62 p.i.t. Dentro de los parametros clinicos se estudié la condicién corporal
(BC, del inglés), “grooming”, dolor, letargia, respuesta al estimulo/fuerza, mucositis
(evidenciada por diarrea). Para designar un puntaje a cada parametro nos basamos en

trabajos previos, los valores se muestran en la Tabla 11 **%™!

. A su vez, asighamos
puntajes para poder realizar la sumatoria de los pardmetros clinicos y determinar la
condicidn general de los ratones, donde 0 corresponde al estado dptimo del animal, 1
revela presencia y 2 es exacerbacidén de la sintomatologia/patologia (Tabla 11). En
paralelo realizamos estudios paraclinicos, como son BWC, hemograma y funcional

hepatico, y correlacionamos los resultados con los obtenidos a nivel clinico.

Tabla 11. Condicién general de los animales. Se muestra el puntaje para cada parametro clinico utilizados para
determinar la sanidad de los animales. Para realizar la sumatoria de dichos parametros se designd un puntaje general.

PARAMETRO CLiNICO PUNTAIE PUNTAJE GENERAL

0: estado 6ptimo

1: minimamente por debajo del peso
normal

2: demacrado/esquelético

0: esquelético
Condicion corporal (BC) 1: desnutrido
2: en condicién

0: grooming adecuado 0: estado 6ptimo
Grooming 1: falta de grooming 1: aseo descuidado
2: ausencia de grooming 2:sin aseo
0: ausencia de dolor 0: estado 6ptimo
Dolor 1: dolor al manipularlo 1: algunos signos de dolor
2: dolor constante 2: dolor constante
0: actividad irrestricta 0: estado 6ptimo
Letargia 1: deambula menos 1: movimiento limitado

: no se mueve o lo hace minimamente

: se aferra a la jaula
Respuesta a estimulo/fuerza  1:

se aferra levemente a la jaula

2: sin movimiento

0: estado 6ptimo
1: ofrece algo de resistencia

2: no aferra a la jaula 2: no ofrece resistencia
. 0: ausencia 0: ausencia
Mucositis .
1: presencia 1: presente
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9 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico los resultados se analizaron con el software SPSS
17.0 (Statistical Package for the Social Sciences) para Windows. Las curvas de
sobrevida se construyeron segin el método Kaplan—Meier y las diferencias
significativas se determinaron utilizando el test log rank. Para el volumen tumoral y los
ensayos in vitro la significancia estadistica se determind utilizando test de Student y
anadlisis de varianza (ANOVA). Se considerd que habia diferencias significativas cuando
el valor p<0,05.

Para determinar el valor de punto de corte utilizado para calcular la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y valor predictivo positivo de la
técnica PET/CT, se construyeron curva ROC utilizando la histologia como “gold
standard”, se eligié el punto de corte con un area bajo la curva (AUC) de 0,74 (95% IC
0,6-0,991). El valor establecido para considerar que un ratén presentaba linfoma

residual fue igual o mayor a 2,45.
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CAPITULO Il

PUESTA A PUNTO DE
UN MODELO DE
ENFERMEDAD MINIMA
RESIDUAL DE LINFOMA
NO HODGKIN



1 OBJETIVO

Desarrollar un modelo murino de enfermedad minima residual de LNH-B donde
estudiar nuevas inmunoterapias. Este modelo nos permitird contar con un contexto
mas similar al que se encontraria a nivel clinico. Se evaluara el efecto de la
quimioterapia sobre la linea celular A20 in vitro vy la toxicidad de la quimioterapia in
vivo. Para determinar la remisién del linfoma A20 se implementard la técnica de
imagenologia molecular in vivo PET/CT, utilizada en la clinica para la monitorizacién de
la enfermedad de los pacientes. Ademas, se estudiara el estado inmunoldgico de los

animales sometidos al tratamiento quimioterapico.

2 RESULTADOS

2.1 Eficiencia de la quimioterapia y toxicidad in vivo

Para estudiar la citotoxicidad de los quimioterapicos sobre la linea tumoral A20
se realizaron ensayos in vitro en donde se determind el ICso, segun se describe en
Materiales y Métodos (M&M). El ICso para la doxorrubicina fue 25 nM vy para la
vincristina 1nM (resultados no mostrados). Por su parte, la ciclofosfamida y la
dexametasona requieren metabolizacién hepatica por lo que era esperada la falta de
actividad in vitro de estas drogas (> 1uM) 2.

Por otro lado, los animales portadores de linfoma se trataron con dosis
crecientes de CHOP, partiendo de las dosis previamente descritas para un modelo
xendgrafo en ratdén, que administraba las drogas ciclofosfamida (40 mg/kg),
doxorrubicina (3,3 mg/kg) y vincristina (0,5 mg/kg) via intravenosa (v.i.) y prednisona

(0,2 mg/kg) por cinco dias via oral (v.0.) **

. Estas dosis no mostraron ningun efecto
antitumoral en los animales inmunocompetentes portadores de tumor A20 por lo que
administramos el doble de dosis, pero el efecto tdxico fue demasiado elevado y los
animales murieron con dicho tratamiento (resultados no mostrados). Por lo tanto,
decidimos administrar dosis intermedias de las drogas aplicadas en dos ciclos

separados por 10 dias. La eleccién del intervalo entre los ciclos se baso en el resultado

104



obtenido del conteo de células de sangre periférica, en el cual se observd la
regeneracion de la médula ésea 10 dias luego del primer ciclo de CHOP. Estos estudios
permitieron encontrar el régimen optimo para el tratamiento con CHOP, el cual
consistié en administrar dos ciclos de CHOP (ciclofosfamida 100 mg/kg, doxorrubicina
6 mg/kg, vincristina 0,1 mg/kg, dexametasona 0,2 mg/kg) via i.p. separado por 10 dias.
A estas dosis particulares, los animales tuvieron buena tolerancia a la quimioterapia;
en el grupo tratado con un ciclo de CHOP ninglin animal murié por efecto del
tratamiento, mientras que en el grupo con dos ciclos se observé una mortalidad del
18%. Mediante estudios de variacion del peso corporal se evidencié que el nivel de
toxicidad de la quimioterapia fue tolerado por los animales (Fig. 22A). La mayor
disminucion del peso corporal se observé 10 dias luego de administrado el segundo
ciclo de CHOP. Si tenemos en cuenta el Criterio de Eventos Adversos (CTCAE v3.0) para
humanos ***, consideramos a esta pérdida de peso como severa (grado 3, mayor a 20
%), pero se revierte a los pocos dia post-quimioterapia. Se observd neutropenia y
monocitopenia transiente cinco dias luego del primer ciclo de CHOP, pero los valores
volvieron a recuperarse al dia 10 post-1°" CHOP (Fig. 22B). Por el contrario, los valores
de linfocitos en sangre periférica disminuyeron luego del primer ciclo de CHOP pero no

vuelven a ser normales en el periodo de tiempo que duran los experimentos.
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Figura 22. Toxicidad in vivo de la quimioterapia. A. Se muestra el porcentaje del cambio de peso corporal (% BWC)
para los grupos PBS, CHOPx1 y CHOPx2. El 2% ciclo de CHOP se indican con una flecha (dfa 10 post-1°" CHOP) B.
Conteo de glébulos blancos en sangre periférica. Se muestra el valor absoluto de monocitos, neutréfilos y linfocitos
para el grupo sin tratar (PBS), para el grupo tratado a los dias 5 y 10 luego de la administracién del 1° CHOP
(CHOPx1 d.5 y CHOPx1 d.10, respectivamente) y a los 7 y 15 dias luego del 2% ciclo de CHOP (CHOPx2 d.7 y CHOPx2
d.15, respectivamente).
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2.2 Crecimiento tumoral y sobrevida

Se evaluo el efecto del régimen de CHOP elegido en el desarrollo tumoral y la
sobrevida de ratones portadores de LNH-B. Previamente, se describié que los tumores
de los ratones portadores de linfoma A20 que no recibian ningin tratamiento tenian
un crecimiento sostenido en el tiempo y la media de sobrevida fue aproximadamente
35 dias >**. Por el contrario, los animales que recibieron ya sea uno o dos ciclos de
CHOP, mostraron una disminucion del crecimiento tumoral a partir del dia 25 p.i.t,
inmediatamente después del primer ciclo de CHOP (Fig. 23A). En los animales que
recibieron un solo ciclo de quimioterapia se observd una disminucion del volumen
tumoral cercana a cero, pero este periodo perdurd pocos dias. Sin embargo, en el
grupo que recibié dos ciclos de CHOP, alrededor del 92% de los animales presentaron
remision clinica del tumor primario por un periodo de aproximadamente 20 dias (Fig.
23A-B). Luego de este periodo los tumores comenzaron a crecer y los animales
murieron a causa de la enfermedad. Se defini6 como punto final, donde el animal se
sacrificd por razones éticas, un volumen tumoral de 4.000 mm?. Ademds dependiendo
del grupo, algunos animales murieron de toxicidad debida al tratamiento
guimioterdpico o por dificultades respiratorias producidas por metastasis. En estos
casos los animales fueron sacrificados por razones éticas antes de llegar al volumen
tumoral pre-definido como punto de sacrificio (Tabla 12). Para los grupos que
recibieron cualquiera de los regimenes de CHOP se observé una extensién de la
sobrevida, pero dicha extension fue significativamente mayor en los animales que
recibieron dos ciclos de CHOP, con medias de sobrevida de 52 y 73 dias para CHOPx1y
CHOPx2, respectivamente (Fig. 23C).

Tabla 12. Porcentaje de animales que mueren a causa de la toxicidad de la quimioterapia,
metdstasis, o por tumor primario.

PBS CHOPx1 CHOPx2
Toxicidad de la quimioterapia NA 0% 18%
Metastasis 0% 25% 47%
Tumor primario (>4.000 mms) 100% 75% 35%
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Figura 23. Crecimiento tumoral y sobrevida en el
modelo de EMR. A. Volumen tumoral (mm3)
medido cada 2-3 dias. Los resultados se muestran
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2.3 Evaluacion de la remision tumoral en los ratones tratados con CHOP

2.3.1 Histologia

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue desarrollar un modelo pre-
clinico de EMR de LNH de modo de contar con un contexto mas similar al que se
encuentra en la clinica donde investigar nuevas inmunoterapias. Para desarrollar dicho
modelo tratamos a los animales con dos ciclos de CHOP y logramos una remision
clinica por un periodo de aproximadamente 20 dias. Para confirmar dicha remision, al
dia 45 p.i.t. se sacrificaron ratones del grupo PBS y CHOPx2 con los cuales se llevaron a

cabo necropsias y analisis histoldgico. El estudio macroscépico mostré que en los
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animales control (no tratados), habia diseminacion de la enfermedad con compromiso
de ganglios linfaticos e higado (Fig. 24A). Se observé infiltracién de linfoma a nivel de
ganglios inguinales y retroperitoneo. Por el contrario, en los animales del grupo
CHOPx2 no se observé diseminacion de la enfermedad (Fig. 24B). Por otro lado, se
evalud por histologia tejido del sitio del tumor primario, ganglios drenantes y de
retroperitoneo, bazo, higado y cualquier tejido que presentara apariencia anormal, de
modo de evaluar la infiltracion por parte del linfoma. Al observar los cortes de
hematoxilina-eosina, determinamos que el tumor se caracteriza por un patron de
crecimiento difuso con centrocitos y centroblastos (Fig. 25). Estas células son similares
histolégicamente a las encontradas en el LDGCB humano. Observamos compromiso de
higado en un 76 % de los animales del grupo control y 11 % para el grupo CHOPx2. La
infiltracion a nivel de higado se caracterizd6 por células linfoides atipicas de gran

tamafio con distribucién perivenosa central dentro del parénquima hepatico (Fig. 25D).

Figura 24. Necropsias de los animales con y sin tratamiento quimioterapico al dia 45 p.i.t. A. Foto representativa
de ratdn sin tratamiento: se indica con flecha infiltracién de linfoma en retroperitoneo (1) e higado (2). B. Foto
representativa de raton del grupo CHOPx2 con remisién completa.

108



10X

Figura 25. Estudio histoldgico con tincion hematoxilina-eosina del modelo de EMR. A. Tumor primario en ratén del
grupo control (PBS): se observa la histologia de LNH-B que corresponde a una infiltracion difusa por centrocitos y
centroblastos con patron en cielo estrellado debido a la elevada tasa de proliferacién. B. Corte de tejido de
retroperitoneo de un ratén en el cual persiste la enfermedad post-quimioterapia: se observa similar histologia que
en tumor primario caracterizada por infiltracion difusa con centrocitos y centroblastos. C. Corte de higado de ratén
en remision completa post-quimioterapia: se observa la arquitectura tipica de tejido hepdtico con la vena
centrolobulillar con los sinuosoides hepaticos dispuestos en forma radial. A 100X se observa en detalle los
hepatocitos dispuestos alrededor de vena centrolobulillar. D. Corte de higado de ratédn en que cual persiste LNH
post-CHOP: las células tumorales infiltrantes se observan a nivel del espacio porta. E. Corte de bazo de ratén en
remision completa: se observa la arquitectura normal del 6rgano sin infiltracién de LNH, con la pulpa roja y blanca
caracteristica.

2.3.2 Evaluacion de la remision completa por PET/CT

En la actualidad, las técnicas de imagenologia avanzadas permiten mejorar el
diagndstico de la enfermedad, y ademas, tienen gran potencial para utilizarlas en
investigacion pre-clinica, ya que con ellas se puede evaluar la respuesta a tratamientos
y realizar el seguimiento de la enfermedad sin necesidad de sacrificar animales. Por
este motivo, nos plantemos evaluar el uso de la técnica PET/CT como una alternativa
para la monitorizacion in vivo de la enfermedad. Para ello, en primer lugar
corroboramos que el andlogo de la glucosa (18F-FDG) fuera captado por las células del

linfoma A20 en animales con tumor, confirmando que es un buen radiotrazador para

109



474 Las imagenes de PET/CT se realizaron antes (dia 25 p.i.t) y

utilizar en el modelo A20
después (dia 45 p.i.t) del tratamiento quimioterapico, de modo de evaluar la captacién
de '®F-FDG y confirmar la remisién completa. El valor del cociente B/NB post-CHOP, se
fij6 en 2,45 y fue calculado utilizando las curvas ROC, con la histologia como “gold
standard”, segin se describe en M&M. Los animales que tenian valores de B/NB de
2,45 0 mas se consideraban con enfermedad residual. El valor de AUC fue de 0,74 (95%
Cl 0,600-0,991), con una sensibilidad de 85,7% y especificidad de 75%. Considerando
el valor de corte, como era de esperar, las imagenes pre-CHOP (dia 25 p.i.t) mostraron
captacion en el lugar del tumor primario, sin presencia de metastasis (Fig. 26A). Por
otro lado, el andlisis de las imagenes post-CHOP (dia 45 p.i.t) revelé que la mayoria de
los animales presentaban remision completa (Fig. 26A). Algunos presentaron captaciéon
a nivel del sitio primario (Fig. 26B), en discordancia con los resultados histoldgicos,
sugiriendo la existencia de falsos positivos. Los animales post-CHOP que tenian
captacion de ®F-FDG a nivel de tumor primario también presentaron captacién a nivel

de retroperitoneo e higado (Fig. 26C), evidenciando la existencia de metdstasis, en

concordancia con los resultados obtenidos con la histologia.

Tumor primario

Figura 26. Seguimiento in vivo del LNH-B por PET/CT. Imagenes representativas de: A. Ratdn portador de tumor A20
al dia 25 p.i.t. (pre-CHOP). Se observa captacion de FDG a nivel de tumor primario. Los Volimenes de Interés (VOI) se
sefialan con circulos: tumor primario (azul) y musculo esquelético (celeste). Ratio B/NB: 4,5. B. Ratén en remision
completa al dia 45 p.i.t. (post-CHOP). Los valores de captacidn de FDG, tanto en el sitio de tumor primario como en el
resto de los érganos, estan por debajo del nivel de deteccién. C. Ratdn sin remisién de la enfermedad al dia 45 p.i.t.
(post-CHOP). Se observa tumor primario y metastasis hepatica. Los VOlIs se indican con circulos: tumor primario
(azul), metéstasis hepatica (rojo), muisculo esquelético (celeste). Ratio B/NB: 4,0, higado/mdusculo: 3,3. Imagen 1:
corte axial, 2: corte sagital, 3: corte coronal.
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2.3.3 Estudio del LNH-B por rayos X

Se tomaron imagenes mediante rayos X (RX) en la cdmara In-Vivo MS FX PRO
(Bruker BioSpin, al dia 15, 22 y 29 p.i.t. (Fig. 27). Con esta técnica no fue posible
definir los bordes del tumor primario ni determinar la presencia de metastasis, por lo

que se discontinud el estudio.

1 2
g A § 4.56+003 I " 4.56+003
3.4e+003 3404003
2.3¢+003 I 2.36+003
1.2e+003 1.1e+003

Figura 27. RX. Imagenes representativas de ratones con tumor primario (flecha roja) captadas a los dias 15 (1), 22
(2) y 29 (3) post-inoculaciéon de células A20 con la cdmara In-Vivo MS FX PRO.

4.5e+003

3.3e+003

2.2e+003

998.90

2.4 Estado inmunolégico de los animales sometidos al tratamiento
quimioterapico

Para evaluar el estado inmunolégico de los animales tratados con CHOP, se
sacrificaron cinco ratones por grupo al dia 45 p.i.t. para extraer bazo y realizar ensayos
de proliferacién. Como se muestra en la Fig. 28, los animales sometidos a tratamiento
guimioterdpico mostraron tasas de proliferacion frente a la estimulacién con el
mitdgeno ConA similares a las encontradas en el grupo control (PBS).

Los animales del grupo CHOPx2 que tuvieron una respuesta parcial (con
enfermedad residual), también fueron sacrificados al dia 45 p.i.t. para extraer
muestras de tumor primario y evaluar poblaciones infiltrantes de tumor. En el grupo
CHOPxX2 se observé un incremento en el nimero de linfocitos T CD4" (p=0,0023) y CD8"
(p=0,0034) infiltrantes de tumor, en comparaciéon con el grupo control (Fig. 29). El
numero de células NK, células T reguladoras (Tregs) y neutrdfilos fue similar en ambos
grupos.

Con las muestras de tumor también se realizo la cuantificacidn de citoquinas y

guimioquinas por PCR en Tiempo Real. Se utiliz6 B2m como gen constitutivo y para
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determinar el incremento relativo del ARNm para cada gen se relativizd con respecto
al grupo PBS. En el grupo CHOPx2 se observoé un incremento significativo en los niveles
de ARNm para Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl12, 112, 1112 e Ifng, y una disminucidn de Cxcrd y Tgfb

respecto al grupo control (Fig. 30).

Figura 28. Ensayo de proliferacion con esplenocitos. Se
sacrificaron ratones del grupo PBS y CHOPx2 al dia 45
p.i.t. para extraer bazo vy realizar ensayos de
80 proliferacidn. Los resultados se muestra como la media
- + desvio estandar (n=5) para las dos condiciones
?8 604 estudiadas, ConA o sin estimular (SE).
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Figura 29. Células infiltrantes de tumor. Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron ratones del grupo PBS y CHOPx2 para extraer
muestras de tumor para estudiar las poblaciones infiltrantes de tumor. Se determiné por citometria de flujo el
porcentaje de linfocitos T CD4* (CD3" CD4"), T CD8" (CD3" CD8"), Tregs (CD3* CD4™ CD25" FoxP3™), células NK (CD3”
CD49b"), y neutréfilos (Grl® CD11b"). Los resultados se muestran como la media * desvio estandar (n=5). Las
diferencias significativas se muestran con el valor p (test de Student).
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Figura 30. Expresion de quimioquinas y citoquinas en el microambiente tumoral. Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron
ratones (n=5) de los grupos PBS y CHOPx2 para extraer muestras de tumor, en las que se estudiaron los niveles de
ARNm de distintas citoquinas y quimioquinas. Los valores de ARNm se normalizaron utilizando B2m como gen
constitutivo y los resultados se expresaron relativos a los niveles de ARNm del grupo PBS (incremento relativo). Los
resultados se muestran como la media + el desvio estandar. Las diferencias significativas se muestran con el valor p
(test de Student).
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3 DISCUSION

En los Ultimos afios, las terapias contra LNH han tenido un gran avance 4%,

sin embargo, las tasas de recaida siguen siendo insatisfactorias, motivando la
busqueda de inmunoterapias mas efectivas. Los modelos animales son esenciales para
la investigacién y desarrollo de nuevas inmunoterapias, y el uso de ratones de
laboratorio bien caracterizados es probablemente uno de los mejores sistemas de
investigacion. En ratones, el desarrollo del cancer tiene caracteristicas fisioldgicas
similares a las de humano, con adquisicién de mutaciones en oncogenes y genes

4954% | s modelos xendgrafos estdn dentro de

supresores de tumores equivalentes
los mas utilizados a la hora de evaluar la actividad de drogas a nivel pre-clinico, pero no
son adecuados para estudiar inmunoterapias o el microambiente tumoral, ya que para

61 Ademas, para determinar con

ello se requieren animales inmunocompetentes
mayor precisidén la respuesta generada por inmunoterapias contra LNH, las mismas
deberian ser evaluadas en un contexto mas similar al que se encuentran los pacientes
(tratamiento quimioterdpico como primera linea). La quimioterapia puede modular
distintos aspectos de la inmunobiologia tumoral y la integracién entre ésta y las
inmunoterapias debe ser dptima de modo de minimizar interacciones antagdnicas,

promoviendo la sinergia entre ambas 497

. Las terapias de combinacién que integran
distintas inmunoterapias, incluyendo las antagonistas de los puntos de control del
sistema inmune, vacunas contra el cancer, la quimioterapia, la radioterapia y la terapia

molecular dirigida estdn actualmente en intensa investigacién 497

. Un ejemplo clinico
es el uso de dosis de ciclofosfamida de 200 a 300 mg/m2 un dia antes de la vacunacion
con sialil-Tn (carbohidrato de la familia de las mucinas presente en la superficie de
muchas células tumorales) conjugado a KLH, o 600 mg/m? administrado siete dias
antes de la vacunacién puede disminuir el nimero de células Tregs en cdncer de mama
metastésico **’. La inmunoterapia idealmente debe ser aplicada en un estado de EMR,
o luego de que la masa tumoral sea reducida con quimioterapia. Esta estrategia
deberia minimizar el impacto negativo que tiene el tumor en el sistema inmune y
ademas potenciaria los efectos de la inmunoterapia con agentes tradicionales. En este

sentido, actualmente la combinacidn de tratamientos se esta utilizando en varios tipos

de canceres, mostrando avances en la clinica. Muchos ensayos clinicos donde prueban
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vacunas contra LNH mostraron una respuesta anti-tumoral luego de lograr la remision

completa o parcial con quimioterapia 407,413,498,499

. Por todas estas razones, se propone
gue la investigacién a nivel pre-clinico de tratamientos contra LNH deberia realizarse
en modelos que se asemejen mas a lo que ocurre en la clinica.

Actualmente, la combinacion de las cuatro drogas que componen el CHOP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y esteroides) junto con rituximab, son el
tratamiento estandar de primera linea para el tratamiento de linfomas agresivos (el

3132481500 con el fin de

mas frecuente LDGCB) y para la mayoria de los indolentes
definir condiciones pre-clinicas mds adecuadas, se evalud el uso de CHOP para generar
un nuevo modelo en animales portadores de linfoma A20 que se asemeje mas a la
situacion clinica. En primer lugar, estudiamos la sensibilidad in vitro que tienen las
células A20 a las drogas que componen el CHOP. Encontramos que el valor de ICso para
la doxorrubicina y vincristina fue similar a las reportadas por Dijoseph et al. para otras
lineas celulares de linfoma **2. Por su parte la sensibilidad de la linea celular A20 a la
ciclofosfamida y dexametasona no pudo ser evaluada, ya que estas drogas requieren
metabolizacién hepatica. Posteriormente, se estudid la combinacién de drogas in vivo
en animales portadores de tumor A20. Se logré la remision del linfoma administrando
dos ciclos de CHOP separados por diez dias, con resultados reproducibles. Dicha
remisiéon perdura al menos por 20 dias (estado de EMR), siendo esta ventana de
tiempo razonable para investigar nuevas inmunoterapias. Se observé que el régimen
de CHOP administrado fue bien tolerado, con neutropenia y pérdida de peso
transiente.

Los ensayos de proliferacidon con esplenocitos y el estudio de células infiltrantes
de tumor determinamos que la administracién de la quimioterapia no genera
inmunosupresion en los animales. La quimioterapia se considerd histéricamente
inmunosupresora, pero estudios recientes han demostrado que ciertos regimenes de
drogas quimioterdpicas pueden, ademas de ejercer su efecto citotdxico, aumentar la
inmunidad tumoral. La quimioterapia puede promover la respuesta inmune anti-
tumoral aumentando la inmunogenicidad de las células tumorales, o inhibiendo los

circuitos inmunosupresivos que poseen las células tumorales *°'~%

. Recientemente, se
describid el uso de gemcitabina en ratones que tenian deficiencia en la presentacion

cruzada de antigenos tumorales por parte de células dendriticas infiltrantes de tumor
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>% En modelos pre-clinicos, una dosis baja de ciclofosfamida disminuye el nimero de

células Tregs, promueve la maduracion de las células dendriticas, cambia el fenotipo
de células T CD4+ de Th2 a Thl, induce la diferenciacién de células tipo Thl7 y

202 Algunos

promueve la diferenciacion de células T de memoria de largo plazo
guimioterdpicos, administrados en determinadas dosis, pueden mediar el efecto anti-
tumoral, al menos en parte, induciendo la muerte celular inmunogénica, en la que esta
implicada la liberacidn de antigenos tumorales y DAMPs en el microambiente tumoral,
lo que resulta en un microambiente pro-inflamatorio, donde se puede desarrollar
inmunidad especifica anti-tumoral >°*. A diferencia de lo que ocurre con la apoptosis
celular, donde se induce muerte celular programada en un contexto tolerogénico, la
muerte celular inducida por la quimioterapia produce cambios especificos en la
superficie celular y liberacién de mediadores solubles. Se ha observado que la
exposicion de calreticulina en la superficie celular es critica para que dicha muerte

% posteriormente se produce la liberacién de ATP que

celular se lleve a cabo
promueve el reclutamiento de células presentadoras de antigenos; en apoptosis tardia
dicha presentacidn antigénica se ve aumentada por la senalizacion via TLR4 en células

% En particular, observamos

dendriticas desencadenada por la liberacién de HMGB1
gue los animales que recibieron dos dosis de CHOP (grupo CHOPx2) tienen numeros
mas elevados de linfocitos T CD4+ y CD8+ infiltrantes de tumor, asi como un aumento
significativo de las citoquinas IL-2, IL-12 e IFN-y, y una disminucion en la expresion del
gen Tgfb, reforzando la idea de que el tratamiento con CHOP puede estimular el
desarrollo de inmunidad anti-tumoral efectiva >*.

Existe cada vez mas evidencia de que el microambiente tumoral juega un rol
esencial en todos los aspectos de la biologia del cancer, incluyendo el crecimiento,
angiogénesis, metdstasis y progresiéon. En este sentido, se reconoce que las
guimioquinas y sus receptores, originalmente identificadas como mediadores en
enfermedades inflamatorias, sirven como puentes de comunicacién criticos entre las
células tumorales y las células del estroma para crear un microambiente permisivo

236,302,505,506
. En melanoma, se ha

para el crecimiento tumoral y la metastasis
demostrado que la sobre-expresidon de varias citoquinas como Ccl2, Ccl3, Ccl4, Ccl5,
Cxcl9, y Cxcl10 en el microambiente tumoral se correlaciona con el reclutamiento de

células T efectoras activadas que aumentan la inmunidad anti-tumoral 7 Alainversa,
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también se ha visto bajos niveles de estas quimioquinas en melanomas y carcinoma
colono rectales con poca infiltracion de células con actividad anti-tumoral 2077309,
Nuestros resultados mostraron un aumento significativo de la expresién de los genes
Ccl3, Ccl4 y Ccl5 en el grupo CHOPx2 en comparacién con el grupo PBS al dia 45 p.i.t,
en concordancia con los resultados previamente reportados, sugiriendo fuertemente
gue en nuestro modelo el tratamiento con quimioterapia induce una muerte celular
inmunogénica. Mas aun, en el grupo CHOPx2 encontramos un aumento significativo de
la expresion de Cxcl12, pero no de su receptor CXCR4. El eje biolégico CXCL12—CXCR4
se asocia a la invasién tumoral y metastasis. De hecho, se ha visto que CXCR4 es el
receptor de quimioquinas mas sobreexpresado en tumores humanos 26 En
concordancia con esto ultimo, el grupo sin tratamiento (PBS) presentd mayores niveles
de ARNm para dicho gen. Ademads, se observd una expresion aumentada del gen Tgfb

respecto al grupo CHOPx2, lo cual también podria asociarse al mal prondstico de este

221,510,511
grupo “7T

Para confirmar la remisidon tumoral y monitorizar la enfermedad in vivo, se llevd
a cabo imagenologia molecular utilizando PET/CT. Cuando el tumor no puede ser
detectado clinicamente, el uso de PET luego de la administracidon de la quimioterapia,
permite el diagndstico de la remisidn completa. La técnica de PET es una técnica no
invasiva, facil de realizar en animales anestesiados, que ofrece la posibilidad de
observar el desarrollo tumoral de una forma dindmica. Recientemente, el uso del PET
para el diagndstico y monitorizacién de los pacientes con LNH, asi como otro tipo de

468512 | radiotrazador mas frecuentemente utilizado es el

canceres ha incrementado
andlogo de glucosa FDG, marcado con el radionucleido *®F. Varios estudios han
demostrado la captacién aumentada de ¥r_FDGen la mayoria de los linfomas, con una
buena correlacion entre la intensidad de captacidn, malignidad del tumor y la actividad
proliferativa >33 Chaise & col. han demostrado la factibilidad del uso de *®F-FDG como

radiotrazador en el modelo murino de alta carga tumoral A20 *™*

. En el presente
estudio pudimos evaluar la respuesta al tratamiento detectando linfoma intra-
abdominal y compromiso hepatico. Hasta donde sabemos, el presente estudio es el
primero en evaluar el valor de la FDG-PET para el seguimiento in vivo de la remisidon
tumoral posterior a la quimioterapia en un modelo murino de LNH. En los pacientes, es

aceptado que las reacciones inflamatorias post-quimioterapia aumentan la tasa de
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resultados falsos positivos obtenidos con PET. Para minimizar esto, el estudio de PET
debe realizarse tres semanas luego de la quimioterapia >4 Un estudio de metandlisis
llevado a cabo por Zijlstra et al. revelé que la sensibilidad y especificidad fue de 72%
(95% Cl 61-82%) y 100% (95% Cl 97-100%), respectivamente >15 En nuestros estudios
de PET, observamos una buena sensibilidad (85,7%), mientras que la especificidad fue
75%. La baja especificidad comparada a los resultados reportados en humanos, puede
explicarse por la inflamacién remanente post-CHOP en el momento de realizar el
estudio.

En conclusidn, se logré desarrollar un modelo pre-clinico de EMR de LNH
mediante la administracién de quimioterapia estandar similar a la utilizada en la
clinica. Creemos que contar con un modelo de estas caracteristicas es una herramienta
importante para la evaluacidon de nuevas inmunoterapias, que contribuird a cerrar la
brecha entre los modelos pre-clinicos y ensayos clinicos.

Los resultados desprendidos de este trabajo fueron publicados en la revista

516

arbitrada Journal of Translational Medicine (se adjunta articulo completo en

Apéndice).
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CAPITULO IV

IL-15 COMO
INMUNOTERAPIA PARA
LNH-B



1 OBJETIVO

Previamente nuestro grupo de trabajo reportd el efecto terapéutico que tiene
la administracién de una vacuna formulada con células de linfoma A20 infectadas con
Salmonella previo a ser irradiadas, administrada junto con la citoquina IL-2 31
Ademas, esta citoquina también se utilizd en otra vacuna desarrollada por nuestro
grupo, formulada con células tumorales lisadas e IL-2 adsorbida a hidréxido de

aluminio ***

. La administracién de esta vacuna en ratones portadores de linfoma A20
produjo una respuesta antitumoral potente. Con estos antecedentes, en el presente
trabajo planteamos estudiar en el modelo de EMR, la terapia que utiliza la vacuna a
células enteras, pero en lugar de incluir IL-2, se modificaran las células A20 para que
expresen la citoquina IL-15, ya que como hemos mencionado anteriormente, por sus

caracteristicas es mejor candidata para ser utilizada en terapias contra el cadncer que la

IL-2. Se evaluara la respuesta antitumoral generada por esta aproximacién terapéutica.

2 RESULTADOS

2.1 Modificacion de las células A20 para que expresen de forma estable la

citoquina IL-15

2.1.1 Clonado del gen /{15 murino

El primer paso en la construccién de la vacuna fue el clonado del gen //15
murino en el vector plasmidico pcDNA3.1(-), amplificdndolo a partir del plasmido
pORFIMIL-15, seglin se describe en M&M. La busqueda de los clones de interés se
llevé a cabo mediante amplificaciéon del fragmento IL-15 utilizando como molde
“supuestos” plasmidos pcDNA3.1IL-15 (Fig. 31A) y por analisis de restriccién con las
enzimas Bglll-EcoRl, y Kpnl-Sall-Pstl (FastDigest, Thermo Fisher Scientific) (Fig. 31B). Los
tamafios de los fragmentos obtenidos con las digestiones fueron los esperados; la
digestién con Bglll-EcoRI genera los fragmentos de 1.076 pb (libera el fragmento

clonado) y 4.485 pb, y con Kpnl-Sall-Pstl se generan los de 928 pb, 1.137 pb, 1.323 pb,
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2.185 pb. Finalmente la construccidn se corroboré mediante secuenciacién (Ver

Apéndice), y se denomind pcDNA3.1IL-15 (Fig. 32).

9 10 11 12

Figura 31.Busqueda de los clones de interés. A. Gel de agarosa 0,8% donde se observa la amplificacion por PCR del
fragmento clonado a partir de supuestos clones portadores de la construccidn de interés, 1) control negativo, 2-11)
supuestos clones de interés, 12) Ladder 1Kb (bandas de menor a mayor (kb): 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 5,6, 8
y 10). B. Gel de agarosa 0,8% donde se corrieron las digestiones con distintas enzimas de restriccion de uno de los
clones que amplificé el fragmento que contiene el gen //15, 1) Ladder 1Kb, 2) contruccién digerida con Bglll+EcoRl
(notese la liberacion del fragmento clonado de 1.076 pb), 3) construccién digerida con Kpnl+Pstl+Sall. Se corroboré
que el patrén de bandas fuera el correcto si la construccién era la deseada: 1- 928 pb, 2- 1.137 pb, 3- 1.323 pb, 4-
2.185 pb, 5- dos bandas juntas (3.113 pb y 3.322 pb), 6- 4.250 pb, en 5 y 6 las bandas se deben a la digestién parcial
con Sall. La flecha verde indica el fragmento de 1.000 pb del Ladder 1kb.

Figura 32. pcDNAS3.1IL15. Construccidon
resultante del clonado del fragmento que
porta el gen codificante para la citoquina
IL-15 en el vector pcDNA3.1(-).

(oan] £

pcDNA3.1IL-15
(5.573 pb)
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2.1.2 Transfeccioén de la linea tumoral A20

Previo a la transfeccién de las células A20, se realizé la prueba de sensibilidad
de dicha linea celular al antibiético neomicina, resistencia que porta el vector
pcDNA3.1(-). La dosis de seleccion recomendada por el fabricante para la linea tumoral
A20 es 400 pg/ml, pero se eligié la de 100 ug/ml dado que a los 10 dias de agregado el
antibidtico, no se observaron diferencias significativas entre la dosis elegida y las de
300-700 pg/ml (Fig. 33).

La transfeccion de las células A20 se llevé a cabo por la técnica de
nucleofeccion, segin se describe en M&M. La transfeccién con el pldsmido reportero
pmaxGFP evidencié una eficiencia de transfecciéon de 80% (resultados no mostrados).
La linea celular transfectada con el plasmido portador del gen para IL-15 se denominé

A20 (IL-15) y la transfectada con el plasmido control, A20 (pcDNA3.1).

100+ —o
—— sin antibidtico

= 80+ —=— 100 pg/ml
% —— 300 ug/ml
o -
= 60 500 pg/ml
B 700 pg/ml
3 404
8 v 1000 pg/ml
>
S 0 \ —&— 1600 pg/ml

\-\' —— 2000 pg/ml

0 T T ’\ T
0 2 4 6 8 10 12 14
dias

Figura 33. Prueba de sensibilidad al antibidtico neomicina. En la gréfica se muestra el porcentaje de viabilidad
celular para cada dosis probada * desvio estandar. Para determinar el % de viabilidad se utilizé azul de Tripan y
para cada dosis se realizaron triplicados.

2.1.3 Estudio de la expresion de la citoquina IL-15

En primer lugar, se estudido la expresion de [//[15 en distintos clones
transfectantes mediante RT-PCR (Fig. 34). Los clones para los que se encontraron los

mayores niveles de ARNm de //15 fueron los numeros 3, 4, 5 y 10. Posteriormente
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estos clones se analizaron por WB para ver la citoquina a nivel proteico.
Sorprendentemente, no pudimos detectar la proteina de interés en ninguna de las
muestras, tanto en sobrenadantes como en pellets. Cabe mencionar que el control
positivo utilizando de IL-15 recombinante dio una banda de aproximadamente 14 kDa
(resultados no mostrados), lo que concuerda con el tamano descrito por el fabricante
(13,4 kDa) para la proteina recombinante.

Finalmente, y como alternativa para poder evidenciar la producciéon de la
proteina, se realizaron ensayos con MTT, utilizando la linea celular CTLL-2,
dependiente de IL-15, para determinar la actividad bioldgica de esta citoquina segln se
describe en M&M. Cabe aclarar, que dada la dificultad para crecer las células CTLL-2,
estudiamos el sn de cultivo del clon N° 5 de A20 (IL-15), debido a que en este clon
observamos los mayores niveles de ARNm de //15, y el clon N° 1 de A20 (pcDNA3.1),
elegido de forma arbitraria. Se observé una mayor proliferacion de las células CTLL-2,
visualizada como mayor procesamiento del MTT, en las células cultivadas con el
sobrenadante de cultivo de A20 (IL-15) (p=0,0005, ANOVA) (Fig. 35A). Ademas, se
ensayaron distintas diluciones del sobrenadante, observdandose un efecto dosis
respuesta. En particular se observaron diferencias significativas para la dilucion %
(p=0,0014, test de Student) y % (p=0,016, test de Student). (Fig. 35B). Interpolando en
la curva de calibraciéon la O.D del sobrenadante de cultivo de células productoras de IL-
15 (0,38 unidades de absorbancia), se determind que la produccién de IL-15 es de

10,75 ng/ml cada 5x10* células (Fig. 36).

Figura 34. RT-PCR. Se

6000+ representa el
incremento relativo
para varios clones
4000+ portadores del
L plasmido pcDNA3.1IL-
T 2ooo-I I 15 (1-18) y del plasmido
© vacio pcDNA3.1 (1-5).
S mEcnlEnl l I I . O Se utilizé B-actina como
$ 25 gen constitutivo y se
g 2.0- relativiz6  contra el
S plasmido vacio.
< 1.5+
1.0+
0.5+
0.0-

123456 7 8 9101112131415161718 1 2 3 4 5

[ A20 (IL-15) 1 A20 (pcDNA3.1)]
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Figura 35. Estudio de la actividad biolégica de la IL-15. A. Se muestra la media + desvio estandar de la D.O. para la
dilucion % de los distintos sobrenadantes (Sn), cada condicidn se realizé por triplicado. B. Ensayo dosis respuesta
con Sn de células productoras de IL-15 y Sn de células A20 transfectadas con el plasmido vacio.

1. Figura 36. Curva de calibracién con
' y =0,0495x+0,1138 el estandar de citoquina IL-15. Para
14 R%=0,9909 determinar la concentracion de IL-
15 en el sobrenadante de cultivo de
0.8 - células A20 (IL-15), se construyd la
‘é‘ curva de calibraciéon realizando
g 06 | diluciones % del estandar de IL-15,
@ partiendo de 20 ng/ml.
E 04 - Posteriormente se interpolé la O.D
o obtenida para dicho sobrenadante
02 | utilizando la ecuacion de la curva.
0 : : : : |
0 5 10 15 20 25
Concentracion (ng/ml) de IL-15 recombinante

2.1.4 Estudio de la tumorigenicidad de las células transfectantes

Se realizé un estudio para evaluar en forma comparativa la tumorigenicidad de
las células transfectadas, ya sea con el pldsmido portador del gen codificante para //115
o con el plasmido vacio, en comparacion con las células sin transfectar. Para ello se
inocularon 1x10° células A20, A20 (IL-15) (clon N° 5) o A20 (pcDNA3.1) (clon N° 1) en
ratones BALB/c (n=5). Todos los animales desarrollaron tumor, y la cinética de

crecimiento tumoral y sobrevida de las células transfectadadas con el plasmido vacio
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fue similar a la observada para las A20 sin modificar (Fig. 37). Por su parte, en los

animales a los cuales se les implantaron las células A20 (IL-15), se observd un retardo

en el crecimiento tumoral, diferencias significativas observadas al dia 38 p.i.t.

(p=0,0013, ANOVA), y sobrevida extendida (p=0,002, log rank). Para los siguiente

ensayos se continud utilizando el clon N° 5 de A20 (IL-15) y N°1 de A20 (pcDNA3.1).

A. B.
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_ 4000 —

£ E 3000-

= 3000+ = R E—

g 3
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2 20004 §20009 ¢
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= 10004 S 1000+
o o
> >
0 T T T T 1 O T T T
20 30 40 50 60 A20 A20 (pcDNA3.1) A20 (IL-15)
Dias p.i.t. A20 .
Dia 38 p.i.t.

C. Figura 37. Estudio del crecimiento tumoral y sobrevida
de células transfectantes. A. Curvas de crecimiento
tumoral + desvio estdndar de animales a los cuales se les

100 implanté 1x10° células A20, A20 (pcDNA3.1) o A20 (IL-
15) (n=5). B. Comparacion del volumen tumoral al dia
80 38. C. Curvas de sobrevida segiin método Kaplan-Meier.
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2.2 Generacion de una vacuna celular

Para generar la vacuna, las células modificadas productoras de IL-15 se

infectaron con Salmonella para aumentar la expresion de moléculas co-estimuladoras

125



y MHC Il, y posteriormente se irradiaron para eliminar la tumorigenicidad. Para la
vacuna control se realizd el mismo procedimiento utilizando las células A20

(pcDNA3.1).

2.2.1 Infeccion de las células A20 productoras de IL-15 con Salmonella

Previamente nuestro grupo de trabajo reportd que la infeccién de las células
A20 con la cepa atenuada de Salmonella LVRO1 (MOI 100:1) provoca un aumento en la
expresion de moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 y CD40) y MHC de clase Il en la
superficie de las células, postulando que esto las convertia en mejores presentadoras

de antigenos para ser utilizadas en la construccién de una vacuna ***

. En el presente
trabajo corroboramos dicho resultado y ademdas observamos que la infecciéon con
LVRO1 tuvo el mismo efecto en las células transfectantes A20 (IL-15) y A20 (pcDNA3.1)
(p<0,0001, test de Student). En la Fig. 38 los valores mostrados en los graficos
corresponden a la resta de los promedios de triplicados de MFI menos el promedio de

triplicados de MFI de los controles isotipos, antes y después de la infeccién con LVRO1,

para cada tipo de células estudiado.

Figura 38. Estudio de la
cD80 CD86 expresion de moléculas
50 25- co-estimuladoras y MHC
. Il por CF. Los graficos
40+ ? 20 muestran la expresién
- ] - ] basal (sin infectar) de
E 30 E 15 distintos marcadores de
20 10+ superficie (CD80, CD86,
CD40 y MHC 1l) en las
104 54 , células A20, A20 (IL-15) y
0 A20 (pcDNA3.1), y luego
sin infeccion  LVRO1 sin infeccion  LVRO1 de infectarlas  con
LVRO1.
500- CcD40 5000- MHC Il
4001 4000 ;
T 3001 / m 3000-
= 200 2000 e
S
100+ 1000+
sin infeccion LVRO1 sin infeccion LVRO1
|- A20 A20 (pcDNA3.1) —= A20 (IL-15) |
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2.2.2 Puesta a punto de la irradiacion de las células A20 y transfectantes

Utilizando la irradiacidn, se pretende lograr que las células pierdan la capacidad
tumorigénica, pero que permanezcan metabdlicamente activas, siendo capaces de
presentar antigenos y producir IL-15. Las células A20, A20 (IL-15) y A20 (pcDNA3.1) se
irradiaron por distintos tiempos (10, 15, 20, 30, 45 y 60), y por CF se determiné que 10
minutos de irradiacién (equivalente a una dosis de irradiaciéon de aproximadamente
7000 cGy) es suficiente para producir el arresto de las células en la fase G2 y
disminucion de la fase S. En esta condicidon, a las 24 hs comienza a observarse el
aumento de la fase G2/M comparando el ciclo celular previo a la irradiacién. A los 5
dias se observd un alto porcentaje de debris celular, con ausencia de fase S. En la Fig.
39 y Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos por CF a distintos tiempos luego de
10 min de irradiacion de las distintas células.

En paralelo a la CF se llevd a cabo el estudio de la viabilidad celular de las
células irradiadas con el colorante vital azul de Tripan. En la Tabla 14 se muestran los
porcentajes de viabilidad celular a distintos tiempos para la irradiacién de 10 min. Se
observé una disminucién en la viabilidad celular a las 24hs post-irradiacién. Analogo a
los resultados obtenidos con el estudio de CF, a los 5 dias se vio un alto porcentaje de
debris celular y ausencia casi total de células viables.

Finalmente para corroborar que estas células a utilizar en las preparaciones
vacunales no fueran tumorigénicas, se inocularon de forma s.c. 1X10° células
irradiadas a cinco ratones sanos y se comprobé que estos no desarrollaron LNH-B.

En conclusion logramos desarrollar una vacuna formulada con células A20 que
expresan IL-15, activadas por infeccion con Salmonella (A20 (IL-15)-SL), no

tumorigénicas, para utilizar como tratamiento de LNH-B en animales con EMR.
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Determinacion a las 2 hs de la Determinacion a las 24 hs de la Determinacion a los 5 dias de la
irradiacién irradiacion irradiacion

control sin irradiar . o
(células A20) ’ : )
N " . . —

A20 ;

L H

~ A__ "
u

A20 (pcDNA3.1) § | §

| ; ]

e

-

A20 (IL-15) i= 5

Figura 39. Puesta a punto de la irradiacion de las células A20. Se muestran los resultados del ensayo de ploidia
realizados a las 2 y 24 hs, y 5 dias luego de irradiar las células A20, A20 (pcDNA3.1) y A20 (IL-15) por 10 min. Se
muestra el control sin irradiar para las células A20, cuyo comportamiento fue similar a los controles correspondientes
para A20 (pcDNA3.1) y A20 (IL-15).

Tabla 13. Ciclo celular determinado por CF a distintos
tiempos luego de la irradiacion de las células A20
(pcDNA3.1)/A20 (IL-15) por 10 min. Se muestra el % de
células en cada fase del ciclo celular.

Tiempo post-irradiacion

0 hs 2 hs 24 hs 72 hs 5 dias

A20

G0-G1 75 70 65 80 91
G2-M 12 9 7,2 10 5
S 18 40 23 7 3

A20 (pcDNA3.1)
G0-G1 72 62 70 86 98
G2-M 7 6,4 9 8,5 2
S 21 31,6 21 5,5 0
A20 (IL-15)

G0-G1 79 65 68 84 96
G2-M 10 7 8,7 8 3
S 11 38 19 8 1
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Tabla 14. % viabilidad celular utilizando el colorante vital azul de Tripan a distintos
tiempos luego de la irradiacién de las células.

% Viabilidad celular

Tiempo post-irradiacion A20 A20 (pcDNA3.1) A20 (IL-15)
0 hs 91 95 93
4 hs 92 93 96
24 hs 70 65 63
72 hs 35 28 30
5 dias 9 4 6

2.3 Ensayos in vivo con la vacuna A20 (IL-15)-SL

En primer lugar se realizé un ensayo utilizando el modelo de linfoma A20 de
alta carga tumoral donde se administraron dos dosis de la vacuna A20 (IL-15)-SL o de la
vacuna control A20 (pcDNA3.1)-SL a los dias 3 y 7 p.i.t. Las curvas de crecimiento
tumoral y sobrevida se muestran en la Fig. 40. En el grupo tratado con la vacuna A20
(IL-15)-SL observamos un retardo significativo en el crecimiento tumoral (al dia 33 p.i.t
respecto a A20 (pcDNA3.1)-SL y PBS (p<0,05, ANOVA)), y mayor sobrevida en
comparacion con los controles (respecto a PBS (p<0,006, log rank) y al vacunado con
A20 (pcDNA3.1)-SL, (p<0,026, log rank)), por lo que decidimos realizar ensayos para
evaluar el efecto terapéutico de esta vacuna en el modelo de EMR de LNH-B descrito
en el capitulo anterior. En primer lugar estudiamos el efecto terapéutico que producia
la administracion de dos dosis de vacuna (dias 46 y 50 p.i.t). Los resultados obtenidos
muestran un aumento significativo en la sobrevida libre de progresién en el grupo
tratado con A20 (IL-15)-SL respecto a los animales que reciben solo la quimioterapia
(CHOPx2, p<0,0001, log rank) y a los vacunados con A20 (pcDNA3.1)-SL (p<0,001, log
rank). A nivel de sobrevida global, se vio un incremento significativo en los animales
del grupo vacunado con A20 (IL-15)-SL (media de 75 dias p.i.t) respecto al grupo
CHOPx2 (media de 68 dias p.i.t) (p<0,043, log rank). Aunque no observamos
diferencias significativas entre el grupo vacunado con A20 (IL-15)-SL y el vacunado con
A20 (pcDNA3.1)-SL (media de 69 dias p.i.t), notamos una tendencia en el aumento de

la sobrevida global para el primero (Fig. 41A), por lo que decidimos utilizar otro
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esquema de vacunacion, administrando cinco dosis de la vacuna (dias 46, 50, 54, 57 y

61 p.i.t), de modo de potenciar el efecto terapéutico. Con este régimen de vacunacién

ademas de observar las diferencias significativas descritas para el ensayo anterior,

vimos una sobrevida global extendida en los ratones tratados con la vacuna A20 (IL-

15)-SL (media de 89 dias p.i.t) respecto al vacunado con A20 (pcDNA3.1)-SL (p<0,014,

log rank), (Fig. 41B). Cabe mencionar que para los ensayos donde utilizamos el modelo

de EMR, las curvas de crecimiento tumoral y sobrevida se construyeron teniendo en

cuenta sélo los animales que tenian remisién completa de la enfermedad al momento

de administrar la primera dosis de vacuna.
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Figura 41. Curvas de crecimiento tumoral y sobrevida (segin método Kaplan-Meier) de animales con EMR de LNH-B
tratados con las preparaciones vacunales. A. Se muestran las curvas de crecimiento tumoral, sobrevida libre de
progresion y sobrevida global para animales PBS, y animales con EMR tratados ya sea con la vacuna A20 (IL-15)-SL o
A20 (pcDNA3.1)-SL, o sin tratamiento (CHOPx2) (n=9). Las vacunas se administraron los dias 46 y 50 p.i.t. B. Curvas de
crecimiento tumoral, sobrevida libre de progresion y sobrevida global para los mismos grupos que en (A). En este
caso se administraron cinco dosis de vacuna (dias 46, 50, 54, 57 y 61 p.i.t).

2.4 Estudio de la respuesta inmune generada por la administracion de la
vacuna A20 (IL-15)-SL en ratones en estado de EMR

Dado que en términos de sobrevida con el esquema de vacunacién de cinco
dosis se observé una mejoria en los animales vacunados con A20 (IL-15)-SL respecto al
resto de los grupos, se estudié la respuesta inmune de los animales a los dias 60 y 70
p.i.t. El criterio por el cual elegimos este momento para llevar a cabo dicho estudio
estuvo basado en que quisimos determinar los mecanismos efectores involucrados en
la respuesta antitumoral, estudiando a los animales en el momento en que el volumen
tumoral comienza a ser diferente entre los grupos. Cabe mencionar que los ensayos a
nivel de tumor se realizaron no antes de los 70 dias p.i.t ya que era necesario contar
con un volumen tumoral suficiente como para extraer muestras tanto para realizar RT-
PCR de tumor total, como para lograr separar poblaciones celulares particulares. Para

esta ultima técnica se necesitd partir de un numero considerable de células totales, ya
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que se debian obtener las poblaciones celulares aisladas en un numero suficiente
como para realizar posteriormente el estudio de la expresién de citoquinas por RT-
PCR.

Ademas de estudiar la respuesta inmune a nivel tumoral, a nivel sistémico se
estudid la proliferacion de esplenocitos y se realizaron ensayos de citotoxicidad
mediada por células NK. Sumado a ello, a nivel humoral se midieron los niveles de

anticuerpos totales contra las células tumorales A20.

2.4.1 Analisis de los niveles de ARNm de citoquinas y quimoquinas en el

microambiente tumoral

Al dia 70 p.i.t. se sacrificaron ratones portadores de EMR tratados con la
vacuna A20 (IL-15)-SL, A20 (pcDNA3.1)-SL y control sin tratar (CHOPx2), para extraer
muestras de tumor y estudiar los niveles de ARNm de distintas citoquinas y
guimioquinas. Se observd un aumento significativo en la expresién de los genes Ccl3,
Ccl5, Ccl20, Cxcrd e Ifng en el grupo vacunado con A20 (IL-15)-SL en comparacién con
el resto de los grupos (p<0,05, ANOVA). Ademads, la expresion de //10 se vio
significativamente disminuida en el grupo vacunado con A20 (IL-15)-SL respecto al
vacunado con A20 (pcDNAS3.1)-SL (p<0,0076, ANOVA) (Fig. 42).

Para poder evaluar la expresidn de citoquinas y quimioquinas en las diferentes
poblaciones inmunes en particular, se llevé a cabo separacion celular de linfocitos T
CD4", CD8", y células NK de muestras de tumor, utilizando el clasificador celular de alta
velocidad FACSAria Fusion (BD Biosciences). Se observé un incremento significativo en
la expresion de Ifng por parte de células NK en el grupo tratado con la vacuna A20 (IL-
15)-SL en comparacién con el resto de los grupos (p<0,0041, ANOVA) (Fig. 43).
Ademas, los niveles de ARNm de //10, Tgfb y Foxp3 se vieron significativamente
reducidos en la poblacién de células T CD4" infiltrantes de tumor de los grupos
vacunados respecto al grupo sin vacunar (CHOPx2) (p<0,02, p<0,01, p<0,05, ANOVA,
para 1110, Tgfb y Foxp3, respectivamente).
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Figura 42. Expresidn de citoquinas y quimioquinas en el microambiente tumoral en animales con EMR tratados con
la vacuna A20 (IL-15)-SL. Al dia 70 p.i.t. se sacrificaron ratones en recaida que fueron tratados ya sea con la vacuna
A20 (IL-15)-SL o A20 (pcDNA3.1)-SL, y sin tratamiento (CHOPx2) para extraer muestras de tumor, en las que se
estudiaron los niveles de ARNm para distintas citoquinas y quimioquinas. El gen constitutivo utilizado fue B2m y los
resultados se expresaron relativos a los niveles de ARNm del grupo CHOPx2; se muestra la media + el desvio estandar
(n=5). Las diferencias significativas se indican con el valor p (ANOVA).
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Figura 43. Expresion de citoquinas a partir de poblaciones infiltrantes de tumor al dia 70 p.i.t. Mediante RT-PCR se
estudid la expresion de citoquinas en poblaciones separadas por “sorting” celular (células NK, T CD8+ y T CD4+) en los
grupos tratados con las vacunas A20 (IL-15)-SL, control A20 (pcDNA3.1) y sin tratamiento (CHOPx2). El gen constitutivo
utilizado fue B2m vy los resultados se expresaron relativos a los niveles de ARNm del grupo CHOPx2; se muestra la
media * el desvio estandar (n=>5). Las diferencias significativas se indican con el valor p (ANOVA).

2.4.2 Proliferacion de esplenocitos

Al dia 70 p.i.t. se sacrificaron cinco ratones de cada grupo para extraer bazo vy
realizar ensayos de proliferaciéon, segun se describe en M&M. Observamos que frente
a una re-estimulacién con el lisado A20, se produce un aumento significativo en el
porcentaje de proliferacién de los esplenocitos totales en el grupo vacunado con A20
(IL-15)-SL respecto al sin vacunar (CHOPx2) (p=0,0004) y al tratado con A20
(pcDNA3.1)-SL (p=0,0332). Sin embargo, no observamos diferencia en la proliferacién
frente a la estimulacion con lisado de B16F1 (linea tumoral no relacionada),
corroborando que se trata de una respuesta antigeno-especifica (Fig. 44A). Se observd

que en particular las células que proliferan son los linfocitos T CD8" (Fig. 44B).
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Figura 44. Estudio de la respuesta proliferativa de esplenocitos. Al dia 70 p.i.t. se sacrificaron ratones del grupo
CHOPx2, CHOPx2 + A20-SL y CHOPx2 + A20 (IL-15)-SL para extraer bazo y realizar ensayos de proliferacion. A. Los
resultados se muestran como la media * desvio estandar (n=5) del porcentaje de proliferacion de esplenocitos
totales para las distintas condiciones, sin estimular (SE), ConA, lisado de A20 (lisA20) y lisado de B16F1 (lisB16F1). B.
Los resultados se muestran como la media * desvio estandar del porcentaje de proliferacion de linfocitos T CD4" y T
CD8" (n=5) frente a la estimulacién con el lisado de células A20. Las diferencias significativas se indican con el valor p
(ANOVA).

2.4.3 Estudio de la citotoxicidad mediada por células NK en animales
tratados con la vacuna A20 (IL-15)-SL

Al dia 60 p.i.t. se sacrificaron cinco ratones de cada grupo para extraer bazo.
Los mismos fueron homogeneizados y se prepararon como una suspension celular.
Para el ensayo de citotoxicidad mediada por células NK los esplenocitos se utilizaron
como células efectoras (E) y la linea celular YAC-1 como células blanco (B). Los
resultados mostraron que el grupo vacunado con A20 (IL-15)-SL tuvo mayor
porcentaje de citotoxicidad mediada por NK respecto a los demds grupos,
observandose diferencias significativas para la mayoria de los ratios (todos menos
6,25:1y 12,5:1) (p<0,05, ANOVA) (Fig. 45A). Cabe mencionar que el incremento en la

citotoxicidad es debido a un aumento en la capacidad citotdxica de las células NK, ya
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que el porcentaje de éstas en bazo fue el mismo para los tres grupos analizados (Fig.
45B).
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Figura 45. Porcentaje de citotoxicidad mediada por células NK. A. Se muestra el porcentaje de citotoxicidad
mediada por células NK a diferentes ratios E:B. Los resultados se muestran como la media + desvio estandar (n=5).
B. Porcentaje de células NK en los tres grupos, los resultados se muestran como la media * desvio estandar.

2.4.4 Estudio de la respuesta humoral en los animales tratados con la
vacuna A20 (IL-15)-SL

La respuesta humoral generada contra las células tumorales A20 se estudié al

dia 70 p.i.t. mediante ELISA segun se describe en M&M. Se observd que el grupo
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vacunado con A20 (IL-15)-SL tiene mayores niveles de anticuerpos totales I1gG anti-A20

respecto a los demas grupos (p<0,0001, ANOVA) (Fig. 46).

Figura 46. Respuesta inmune
-0.0001 humoral contra las células
P=Y, | tumorales A20. A. Al dia 70

— I 1
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—_—

mediante ELISA para los
grupos CHOPx2, CHOPx2 +
A20-SL y CHOPx2 + A20 (IL-
15)-SL. Los resultados se
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diferencias signifiativas se

indican con el wvalor p
(ANOVA).
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3 DISCUSION

A pesar de los avances que se han producido en el tratamiento para LNH,
lograndose elevadas tasas de remision completa, una gran proporcidon de pacientes
recaen debido a la presencia de células malignas imperceptibles por las técnicas

. 24 444,517
diagndstico »

, por lo que en la actualidad uno de los principales desafios es el
desarrollo de estrategias que eliminen la EMR. Dentro de estas terapias se incluye el
uso de anticuerpos monoclonales, drogas conjugadas a anticuerpos, moléculas
inhibidoras del crecimiento y supervivencia celular, terapia adoptiva de células T, y
radioinmunoterapia, tal como fue mencionado en el Capitulo | 1%2%298304,407,414,453-455
Existe evidencia que la eficiencia de una inmunoterapia aumenta cuando se aplica con
una carga tumoral menor. En este sentido, se ha visto que la respuesta antitumoral
gue resulta de la administracién de inmunoterapias es mas efectiva en pacientes en

remisidon completa o en respuesta parcial luego del tratamiento quimioterapico
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413,457,458,498,499,518,519. Trabajos previos en nuestro laboratorio reportaron el beneficio

terapéutico de administrar una vacuna formulada con células modificadas por la
infeccion con Salmonella en combinacion con IL-2, en el modelo de linfoma A20 de alta
carga tumoral. Sin embargo, a pesar del efecto observado todos los ratones murieron.
Aunque no fue corroborado, los resultados sugieren que parte de esta falla en Ia
respuesta al tratamiento pudo ser debida al reclutamiento de las células
inmunosupresoras Tregs, probablemente promovido por la IL-2 que formaba parte de
la vacuna. Estos resultados motivaron el desarrollo de alternativas como las planteadas
en el presente trabajo, sustituyendo el uso de IL-2 por IL-15 y probando su efecto en
animales con EMR de LNH-B. Para ello generamos una nueva vacuna terapeutica que
consiste en el uso de células A20 productoras de IL-15, modificadas por la infeccién
con Salmonella. Aunque la Unica citoquina actualmente aprobada por la FDA para la
terapia contra el cancer es IL-2, la IL-15 se considera una candidata con mejor
potencial ya que promueve la expansion de células efectoras con actividad
antitumoral, principalente células T CD8" de memoria y células NK, y no tiene efecto
inmunoestimulador sobre las células Tregs, ni promueve la muerte celular inducida por

363,364,369,520,521 .
PELEEEEERSS . Por este motivo

activacion de los linfocitos T (AICD, del inglés)
decidimos utilizar IL-15 en lugar de IL-2 , como parte de una terapia para el
tratamiento de LNH. Otro punto fundamental de este trabajo, es haber estudiado la
inmunoterapia en un contexto mas similar al encontrado en la clinica, como lo es el
modelo de EMR. En particular para IL-15 se ha descrito que potencia el efecto de la
guimioterapia en un modelo pre-clinico de cdncer de pulmdn y prolonga la remisiéon
inducida por la administracion de ciclofosfamida en un modelo pre-clinico de

rabdomiosarcoma >2>°?

. Los resultados presentados en este capitulo concuerdan con
estos reportes, ya que se observd que los animales con EMR tratados con la vacuna
A20 (IL-15)-SL presentan una sobrevida extendida respecto al resto de los grupos.

Cabe mencionar que si bien no observamos la expresion de IL-15 a nivel
proteico en la linea celular utilizada en la vacuna, corroboramos su funcionalidad
mediante el ensayo de actividad biolégica en células CTTL-2. El hecho de no detectar la
proteina por WB podria explicarse por la corta vida media y poca estabilidad que

presenta esta citoquina. De hecho, se ha visto que in vivo la funcionalidad de IL-15

mejora al estabilizarse luego de la unidn al receptor IL-15Ra en la superficie celular
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363524 Ademas, se ha descrito la dificultad de detectar IL-15 en sobrenadante ya que se

expresa en baja cantidad >% Existen dos isoformas para IL-15, una con un péptido
sefial corto (SSP), no secretoria, y otra con un péptido sefial largo (LSP), secretoria >2°.
Como se explicé en M&M el gen /15 contenido en el fragmento amplificado a partir
del plasmido pORF9-mIL-15 corresponde a la isoforma secretoria pero como estd
reportado, se traduce en menor cantidad % o que también podria explicar la
dificultad de detectar esta citoquina a nivel proteico.

Igualmente, observamos un aumento significativo de la actividad citotdxica de
las células NK en el grupo tratado con A20 (IL-15)-SL, lo cual concuerda con el efecto
que tiene la IL-15 sobre esta poblacién. Los resultados de RT-PCR de muestras de
tumor total revelaron una expresion de Ifng significativamente aumentada en el grupo
tratado con la vacuna A20 (IL-15)-SL respecto al resto de los grupos. La presencia de
IFN-y se considerada fundamental para desarrollar una respuesta antitumoral efectiva.
Se ha observado que concentraciones reducidas de IFN-y en pacientes con céncer
tienen un efecto negativo sobre la expresion del MHC y, por lo tanto, sobre la

. .. 79,221,511
inmunogenicidad tumoral "%?*?

Por otro lado, nuestro analisis de expresién genica
de poblaciones infiltrantes de tumor particulares, mostré que las células NK infiltrantes
de tumor expresan mayores niveles de /fng en el grupo tratado con la vacuna A20 (IL-
15)-SL respecto al resto de los grupos, sugiriendo que el aumento en la expresién de
esta citoquina a nivel intratumoral, se debe fundamentalmente a la presencia de un
numero mayor de NK activadas en los animales que recibieron la vacuna terapeutica.
En concordancia con ello, se encuentra en desarrollo la terapia adoptiva de células
para el tratamiento de linfomas y leucemias, en donde se infunden células NK de
memoria previamente expandidas in vitro utilizando IL-15 8189,

Por otra lado, observamos que la expresion de /110, Tgfb y Foxp3 en la
poblacién de células T CD4" infiltrantes de tumor fue significativamente menor en
animales que recibieron las preparaciones vacunales en comparacion con el grupo
CHOPx2, sugiriendo que en este Ultimo grupo la poblacién celular CD4" podrian
corresponder a células Tregs, ya que las mismas son la principal fuente de estas

221511 probablemente el microambiente tumoral en el

citoquinas inmunosupresoras
grupo CHOPx2 ya tenia un perfil inmunosupresor al momento en que se realizé la

separacion celular (70 dias p.i.t.), mientras que en los animales tratados con las
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vacunas esto no sucedio; en concordancia con el hecho de que los animales del grupo
CHOPx2 tuvieron menor sobrevida.

Uno de los principales objetivos de la inmunoterapia para el tratamiento del
cancer es la generacion de respuesta celular T especifica que promueva la eliminacién
del tumor. Como mencionamos en el Capitulo I, la induccion de dicha respuesta
requiere de dos sefiales: 1) el reconocimiento de péptidos especificos de tumor
presentados en moléculas de MHC | (reconocidos por linfocitos T CD8+), o MHC Il
(reconocitos por T CD4+), y 2) la unién de moléculas co-estimuladoras CD28 (en la
célula T) con B7.1/2 (en la célula APC) ®*. La mayoria de los tumores de células B no son
capaces de inducir una respuesta celular T. Datos experimentales han mostrado que
las células B tumorales en comparacién con las células B normales son ineficientes en
la presentacidon de antigenos y por lo tanto la construccidn de una vacuna celular en

este tipo de neoplasias puede conducir a la anergia de las células T mds que a su

218,275 431

activacion . Resultados previos en nuestro laboratorio mostraron que la
infeccion de las células A20 con LVRO1 aumenta la expresion de moléculas co-
estimuladoras, por lo que decidimos realizar el mismo procedimiento con las células
productoras de IL-15 utilizadas para la formulacién de nuestra vacuna, de modo de
promover una presentacion antigénica eficiente. Efectivamente, observamos que la
infeccion con la cepa atenuada de Salmonella promueve un aumento significativo en la
expresion de estas moléculas de superficie tanto en células A20, como en las células
transfectantes (A20 (IL-15) y A20 (pcDNA3.1)).

El tratamiento con la vacuna A20 (IL-15)-SL generd una respuesta inmune
celular antigeno-especifica a nivel sistémico, ya que en este grupo la estimulacion de
esplenocitos con un lisado de células A20 provocd un aumento de la proliferaciéon
celular, aumento que no se observd al estimular con un antigeno no relacionado
(lisado de linea tumoral B16F1). En particular, se observd que las células que proliferan
son los linfocitos T CD8, lo que estd en consonancia con el efecto mencionado de IL-15

sobre la expansién de células T CD8" *****

. También observamos una respuesta
antigeno-especifca a nivel humoral con produccion de anticuerpos IgG anti-A20. En
linfomas, las respuestas efectoras mediadas por anticuerpos han demostrado ser de
gran importancia, siendo los anticuerpos monoclonales anti-CD20 parte del

tratamiento estandar contra LNH. Estos anticuerpos pueden tener un efecto
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antitumoral directo ya sea por apoptosis o por otro tipo de vias de muerte celular,
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC) mediada por células que presentan receptores para Fc, como
células NK y macréfagos que expresan FcRllla 2%,

Aunque existe evidencia que la administracién de IL-15 es eficiente como
tratamiento antitumoral los resultados aiin no son éptimos. Se ha observado que IL-15
unida al receptor 15Ra tiene mayor afinidad por IL-15RB/yC que la IL-15 libre. La unién
del complejo IL-15/1L-15Ra a IL-15RB/yC en la superficie de la célula efectora se conoce

362,370-374 .
’ . En la actualidad se encuentran en desarrollo

como transpresentacion
terapias que combinan IL-15 con la subunidad a de su receptor (IL-15Ra). Se ha
observado que el uso del complejo IL-15/I1L-15Ra mejora la proliferacién y aumenta la
actividad antitumoral de las células NK y T CD8", lo que conduce a una respuesta

371,377,378

antitumoral mejorada respecto a la utilizacion de IL-15 sola . En los ultimos

~ . . ., .z / ree 527,528
afios la investigacion se ha centrado en la transfeccion de células dendriticas >*"7*" o

tumorales 2’4°%

con ADN codificante para IL-15 e IL-15Ra. Hasta el momento se han
realizado ensayos tanto pre-clinicos como clinicos en fase I/Il que utilizan esta
estrategia terapéutica, y también en combinaciéon con otras terapias, con resultados

.. 353,369
promisorios

. Por lo tanto, a futuro podriamos mejorar el efecto terapéutico de
nuestra vacuna transfectando las células A20 para que expresen dicho complejo IL-
15/IL-15Ra, de modo de crear células que transpresenten IL-15 y asi activar células que
expresen el complejo IL-15RB/y.

En conclusidn, en el presente trabajo modificamos las células A20 para que
expresen de la citoquina IL-15, y utilizamos dichas células como una inmunoterapia
efectiva para el tratamiento de LNH-B. Nuestros resultados demuestran que la vacuna
formulada con células tumorales A20 productoras de IL-15, modificadas por infecciéon
con Salmonella previo a ser irradiadas genera una potente respuesta inmune
especifica en un modelo de EMR, evidenciada por la produccidon de quimioquinas pro-
inflamatorias y expresion de IFN-y a nivel del microambiente tumoral, acompafnado de
una respuesta linfoproliferativa antigeno-especifica a nivel sistémico, niveles de
anticuerpos IgG anti-A20 aumentados y una mayor capacidad citotdxica de las células

NK . En su conjunto, todas estas respuestas estarian traduciéndose en un aumento de

la sobrevida de los animales que recibieron dicho tratamiento.
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CAPITULO V

EVALUACION DE
SALMONELLA COMO
INMUNOTERAPIA EN
COMBINACION CON

QUIMIOTERAPIA PARA
EL TRATAMIENTO DE
LNH-B



1 OBJETIVO

En trabajos previos de nuestro laboratorio, evaluamos el uso de Salmonella
como inmunoterapia activa inespecifica para el tratamiento de LNH-B, y comprobamos
que la administracidon de esta bacteria retrasa el crecimiento tumoral y prolonga la
sobrevida en animales portadores de linfoma A20. Sin embargo, también observamos
que a pesar del establecimiento de una respuesta antitumoral potente en los animales
tratados con la inmunoterapia, que retrasa el desarrollo del linfoma, todos los animales
terminan muriendo por crecimiento del tumor primario y enfermedad diseminada. En
funcién de esos resultados previos, en el presente estudio nos propusimos investigar si
el tratamiento de los animales portadores de linfoma con quimioterapia similar a la
usada en la clinica, impacta en el potencial terapéutico de Salmonella. Sumado a ello,
se decididé evaluar y caracterizar la respuesta inmune desarrollada en los animales

sometidos a dicha terapia combinada.

2 RESULTADOS

2.1 Crecimiento tumoral y sobrevida

Se estudid el efecto de la administracién i.t. de tres dosis de la cepa de LVRO1
(dias 18, 32 y 39 p.i.t), en ratones portadores de LNH-B tratados con quimioterapia tipo
CHOP (dias 25 y 35 p.i.t), evaluando el crecimiento tumoral, sobrevida global y
sobrevida libre de progresion. Al igual que lo descrito previamente por nuestro grupo
de trabajo 3% |os animales tratados con tres dosis de LVRO1 (dias 18, 25 y 32 p.i.t)
(LVRO1x3) tuvieron una sobrevida global prolongada (media de 48 dias), comparado
con los animales que no recibieron tratamiento (PBS) (media de 35 dias) (p<0,0001, log
rank) (Fig. 47A). Por otro lado, y tal como se describié en el capitulo Ill, el 92% de los
animales que recibieron dos ciclos de CHOP mostraron remision clinica del tumor
primario por un periodo de 20 dias luego del segundo ciclo de CHOP. Posteriormente

los animales recaen y terminan muriendo, ya sea por tumor primario o por metastasis
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(media de sobrevida global de 72 dias). Sin embargo, el tratamiento con LVRO1 en
combinacion con CHOP retrasé de forma significativa el crecimiento tumoral, y
aumentd la sobrevida global (p=0,009, log rank) y sobrevida libre de progresién
(p<0,0001, log rank) en comparacion con el grupo CHOPx2 (Fig. 47A-B). Para el
tratamiento combinado, también se observé una extensidon de la sobrevida global
respecto al tratamiento con tres dosis de LVRO1 (p<0,0001, log rank) (Fig. 47A). Se
evalud el volumen tumoral al dia 40 y 80 p.t.i y consistentemente los animales del
grupo CHOPx2 + LVRO1x3 tuvieron un volumen tumoral significativamente menor en

comparacion con otros grupos (p<0,0001, ANOVA/test de Student) (Fig. 47C).
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Figura 47. Curvas de sobrevida y volumen tumoral. A. La sobrevida global de los animales se siguié por 120 dias.
(n=10). B. Sobrevida libre de progresion luego del 2% ciclo de CHOP para los grupos CHOPx2 y CHOPx2 + LVR01x3. C.
Volumen tumoral (mma) al dia 40 p.i.t. para todos los grupos y al dia 80 p.i.t. para los grupos CHOPx2 y CHOPx2 +
LVR01x3. Se muestra la media + el desvio estandar, cada punto representa un animal individual.
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2.2 Estudio de la respuesta inmune

Dado que observamos un retardo en el crecimiento tumoral y aumento de la
sobrevida en los animales tratados con Salmonella y quimioterapia, quisimos
determinar cudles eran los mecanismos efectores de la respuesta inmune que
subyacen al efecto antitumoral observado. Para ello, se estudid la infiltracion de
poblaciones celulares inmunes y expresion de citoquinas y quimioquinas en el
microambiente tumoral, y a nivel sistémico se realizaron proliferaciones celulares con
esplenocitos, deteccion de citoquinas en sobrenadante de esplenocitos estimulados, y
ensayos de citotoxicidad mediada por NK. A nivel humoral se midieron los niveles de
anticuerpos totales contra las células tumorales A20. Ademas se realizaron ensayos de

deplecioén in vivo de poblaciones celulares inmunes.

2.2.1 Estudio de poblaciones celulares infiltrantes de tumor por citometria
de flujo

Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron cinco ratones de los grupos PBS, LVRO1x3 vy
aquellos de CHOPx2 y CHOPx2+LVR01x3 que tenian linfoma residual luego del
tratamiento quimioterdpico, para extraer muestras de tumor y estudiar las
poblaciones celulares infiltrantes. Elegimos este momento para el sacrificio de los
animales ya que estabamos a 10 dias del 2% ciclo de CHOP (dia 35 p.i.t) ya 7 dias de la
ultima dosis de LVRO1 (dia 39 p.i.t), CHOPx2+LVR01x3, por lo que consideramos que a
este tiempo las células inmunes se recuperan del efecto citotdxico de la quimioterapia
y se podria montar una respuesta celular. Ademas, los animales PBS y muchos del
grupo LVR01x3 estaban al limite de volumen tumoral como para ser sacrificados, por lo
gue si dejdbamos transcurrir mas dias debiamos sacrificar animales y no hubiéramos
tenido un numero suficiente como para realizar los estudios. Cabe aclarar que dada la
necesitad de extraer muestras de tumor para llevar a cabo estos estudios, la seleccidon
de los ratones de los grupos que recibieron quimioterapia estuvo sesgada a elegir
aquéllos que tuvieron una respuesta subdptima con el tratamiento (linfoma
residual/respuesta parcial), no siendo representativos de la media de los animales. Sin
embargo, los datos desprendidos de este estudio son importantes para caracterizar el

tipo de microambiente tumoral en estos animales. El nimero de células T CD4" fue
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significativamente mayor en los tres grupos que recibieron alguno de los tratamientos
(LVRO1x3, CHOPx2 o CHOPx2 + LVR01x3), en comparacién con el grupo no tratado
(PBS) (p<0,0001, ANOVA) (Fig. 48). Por el contrario, el nimero de células Tregs fue
significativamente menor en cualquiera de los grupos tratados en comparacién con el
PBS (p=0,0019, ANOVA). Por su parte, el numero de células T CD8" fue
significativamente mayor en animales tratados con la terapia combinada respecto a los
demas grupos (p=0,0002, ANOVA). Los animales que recibieron tratamiento con
Salmonella, ya sea sélo o en combinaciéon con quimioterapia, mostraron un aumento
significativo del nimero de células NK intratumorales y neutrofilos en comparacion
con los grupos PBS y CHOPx2 (p=0,0002, p=0,0004, ANOVA, para NK y neutrdfilos,
respectivamente) (Fig. 48). Ademas, la quimioterapia también indujo un aumento en
las células NK intratumorales aunque significativamente menor que la terapia con
Salmonella (p=0,0323) (Fig. 48). A su vez el numero de NK y neutréfilos fue similar en
los animales que recibieron el tratamiento combinado, y en aquéllos tratados con

LVRO1 como monoterapia (Fig. 48).
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Figura 48. Poblaciones celulares inmunes infiltrantes de tumor. Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron ratones de los grupos
PBS, LVR01x3, CHOPx2 y CHOPx2 + LVR01x3 para extraer tumor y estudiar las poblaciones celulares infiltrantes de
tumor. Se muestra el porcentaje de células T CD4" (CD3" CD4"), T CD8" T (CD3" CD8), células NK (CD3™ CD49b*), Tregs
(CD3" €D4" €D25" FoxP3"), y neutrdfilos (Grl* CD11b"). Los resultados se expresaron como la media * desvio estandar
(n=5). Las diferencias significativas se indican con el valor p (ANOVA).
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2.2.2 Estudio del perfil de citoquinas y quimioquinas en el microambiente

tumoral

Ademas de la fenotipificacion de las poblaciones infiltrantes de tumor al dia 45
p.i.t.,, con las muestras de tumor se realizé el estudio del perfil de citoquinas vy
guimioquinas expresadas en el microambiente tumoral. El estudio de los niveles de
ARNm para las distintas citoquinas y quimioquinas se llevd a cabo segun se describe en
M&M, y los resultados se muestran en la Fig. 49. Se observéd un incremento
significativo en la expresidon de Ccl3, Ccl5 e Ifng con cualquiera de los tratamientos
(Salmonella, CHOP o la combinacién) y una disminucién significativa en la expresién de
Tgfb respecto al grupo no tratado (p=0,0008, p<0,0001, p<0,0001 y p=0,0031, ANOVA,
para cada gen, respectivamente) (Fig. 49). El tratamiento quimioterdpico produjo el
aumento de la expresion génica de Ccl4 (p<0,0001), Cxcl12 (p=0,0115) e /12 (p=0,05), y
disminucion de Cxcr4 (p=0,0225), mientras que la terapia con Salmonella aumentd la
expresion de Ccl2 (p=0,0039), Cc/20 (p=0,0108), Lgals1 (p=0,004) e IL-4 (p=0,0072).

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento combinado promueve
un microambiente tumoral que se asemeja al perfil inducido con cada tratamiento por
separado, aunque con algunas diferencias. En particular, soélo el tratamiento
combinado indujo un aumento significativo en la expresién de Cxcl/1 (p<0,0001).
Ademas, la administracion de quimioterapia produjo el aumento significativo en la
expresion de /12, pero el tratamiento con Salmonella contrarresta este efecto en el
grupo con la terapia combinada. Por el contrario, Salmonella produjo un aumento en
la expresién de Tnfa y Foxp3, pero esto no se mantuvo en el tratamiento combinado

(Fig. 49).
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Figura 49. Expresion de quimioquinas y citoquinas en el microambiente tumoral en animales tratados con LVRO1.
Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron ratones (n=5) de los grupos PBS, LVR01, CHOPx2 y CHOPx2 + LVRO1x3 para extraer
muestras de tumor en las que se estudiaron los niveles de ARNm para distintas quimioquinas y citoquinas. El gen
constitutivo utilizado fue B2m vy los resultados se expresaron relativos a los niveles de ARNm del grupo CHOPx2 de
cada dia (incremento relativo). Los resultados se muestran como la media + el desvio estandar. Las diferencias
significativas se indican con el valor p (ANOVA).

2.2.3 Estudio de la respuesta antigeno-especifica en bazo

Al dia 45 p.i.t. se sacrificaron ratones de los grupos PBS, LVR01x3, CHOPx2 vy
CHOPx2 + LVRO1x3 para extraer bazo y realizar ensayos de proliferacién. El mismo
procedimiento se realizd los dias 60 y 70 p.i.t. para los grupos CHOPx2 y CHOPx2 +
LVRO1x3. Cabe sefialar que al dia 45 p.i.t. los bazos con los que se hicieron estos
ensayos provenian de los mismos ratones en los que se estudid el microambiente
tumoral (con respuesta parcial), mientras que al dia 60 p.i.t. los animales estaban en

remision, y al dia 70 p.i.t. ya estaban en recaida (estuvieron en estado de EMR y luego
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el tumor volvié a crecer). No se observé proliferacién antigeno-especifica con el lisado
de A20 en ninguno de los dias estudiados (Fig. 50), pese a que en todos los casos las
muestras proliferaron frente a la estimulacién mitogénica con Con A.

Ademas al dia 60 p.i.t. se sacrificaron cinco ratones mas de los grupos CHOPx2 y
CHOPx2 + LVR0O1x3 para extraer bazo, los cuales se procesaron para determinar niveles
de ARNm para distintas citoquinas luego de la estimulacién antigénica. Se observé un
incremento en la expresién de los genes 1110 e 1112 en los esplenocitos estimulados con
el lisado de células A20 (lisA20) en los ratones que recibieron la terapia combinada,
pero no en ratones que recibieron solo quimioterapia (p=0,0066, p=0,0016, ANOVA,
para cada gen, respectivamente) (Fig. 51A). Mas auln, se determind que esta respuesta
fue especifica de antigeno, ya que la estimulacién con un lisado de B16F1 (lisB16F1)
(antigeno no relacionado), previamente utilizado en nuestro laboratorio, no produjo
ninguna modificacién en la expresion génica.

Ademas, se midié por ELISA la concentracién de citoquinas en el sobrenadante
de las proliferaciones realizadas al dia 60 p.i.t. para los grupos CHOPx2 y CHOPx2 +
LVRO1x3. Como se muestra en la Fig. 51B los esplenocitos de animales del grupo
CHOPx2 + LVRO1x3 mostraron una produccidn incrementada de IL-2 cuando fueron
estimulados de forma especifica con lisA20 en comparaciéon con el control SE
(p=0,0021). Ademas, en estos sobrenadantes también se midié la concentracion de las
citoquinas IL-10, IL-12 e IFN-y, pero sus concentraciones se encontraron por debajo del

limite de deteccidn de la técnica.
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Figura 50. Estudio de la respuesta proliferativa de esplenocitos. Ensayos de proliferacion con esplenocitos para los
grupos PBS, LVR01x3, CHOPx2 y CHOPx2 + LVR0O1x3 al dia 45 p.i.t. y para los grupos CHOPx2 y CHOPx2 + LVR0O1x3 al
dia 60y 70 p.i.t. Los resultados se muestran como la media + desvio estandar (n=5) para las distintas condiciones: sin
estimular (SE). ConA. lisado de A20 (lisA20) v lisado de B16F1 (lisB16F1).
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Figura 51. Respuesta antigeno-especifica de citoquinas en esplenocitos. A.
1504 Al dia 60 p.i.t. se sacrificaron ratones (n=5) de los grupos CHOPx2 y CHOPx2
+ LVRO1x3 para extraer bazo y estudiar la expresion génica de distintas
£ 1001 citoquinas en esplenocitos estimulados, por la técnica de PCR en tiempo
E real. Como gen constitutivo se utilizd B2m, y los resultados se expresaron
N relativos a los valores de ARNm de la condicién SE del grupo CHOPx2
= 501 (incremento relativo). Los resultados se muestran como la media * el
desvio estandar. B. Al dia 60 p.i.t. se midio la concentracion de IL-2 (pg/ml)
en sobrenadantes de esplenocitos estimulados. Los valores se muestran
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como la media t el desvio estandar para las condiciones SE y estimulado
con lisA20. Las diferencias significativas se muestran con el valor p
(ANOVA/test de Student).

2.2.4 Estudio de la citotoxicidad mediada por NK en animales tratados con

LVRO1

Al dia 60 p.i.t. se sacrificaron cinco ratones del grupo CHOPx2 y CHOPx2 +

LVRO1x3 para extraer bazo. Los esplenocitos se utilizaron como células efectoras (E) y

la linea celular YAC-1 como células blanco (B), segun se describe en M&M. Se observé

un aumento significativo en el porcentaje de citotoxicidad mediada por células NK en

el grupo CHOPx2 + LVRO1x3 respecto al grupo CHOPx2 para todos los ratios E:B

(p<0,0001, t-test) (Fig. 52A). El porcentaje de células NK fue el mismo para ambos

grupos (Fig. 52B).
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Figura 52. Citotoxicidad mediada por NK. A. Se muestra el porcentaje de citotoxicidad mediada por NK a
diferentes ratios E:B. Los resultados se muestran como la media + desvio estandar (n=5). (p <0,0001, t-test). B.
Porcentaje de células NK para el grupo CHOPx2 y CHOPx2 + LVRO1x3.

2.2.5 Determinacion de anticuerpos especificos contra antigenos

tumorales

Para el estudio de la respuesta humoral antitumoral se realizé ELISA de
deteccidn de anticuerpos totales IgG anti-A20. Las muestras de suero se colectaron los
dias 12, 22, 36 y 42 p.i.t para los grupos PBS y LVR01x3, y 36, 42 y 65 para CHOPx2 y
CHOPx2 + LVR01x3, ademas al dia O se sacrificaron ratones del grupo naive (Fig. 53). En
los grupos que recibieron LVRO1, tanto en ratones con tratamiento quimioterpapico
como sin tratamiento, se observd una respuesta humoral IgG anti-A20
significativamente mayor en comparacién con los grupos sin tratamiento para el dia 22
p.i.t. en adelante. Al igual que el grupo PBS, el grupo tratado sélo con quimioterapia
(CHOPx2), no mostrd variacion en el nivel de anticuerpos anti-A20 a lo largo del

tiempo.
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Figura 53. Respuesta inmune humoral contra las células tumorales A20. A. Se determinaron los niveles de
anticuerpos IgG anti-A20 en suero para el grupo PBS y LVRO1x3 a los dias 0, 12, 22, 36 y 42 p.i.t, y para CHOPx2 y
CHOPx2 + LVR01x3 a los dias 36, 42 y 63. Los resultados se muestran como la media de unidades arbitrarias (U.A) £
desvio estandar. Las diferencias significativas se indican con el valor p (ANOVA/test de Student).

2.2.6 Ensayos de deplecion de poblaciones celulares inmunes

Para evaluar la relevancia de distintas poblaciones celulares en la respuesta
inmune anti-tumoral generada por la administracién de LVRO1, se llevaron a cabo
ensayos de deplecidn celular. En primer lugar se hicieron los bancos maestros de los
hibridomas GK1.5 (anti-CD4), 2.43 (anti-CD8), RB68C5 (anti-GR1) y HB152 (isotipo
control), y se produjeron los anticuerpos segun se describe en M&M. Posteriormente
se pusieron a punto las dosis de anticuerpos que debemos administrar para mantener
depletadas las poblaciones de linfocitos T CD4+, T CD8+, y neutréfilos. Por CF se
corrobord la deplecién de las distintas poblaciones celulares, utilizando una dosis de
100 pg/ml de los dias 1, 2, 3, 5, 7 y refuerzos cada una semana. Para el caso de los
neutrdfilos, aunque logramos la deplecién, no pudimos mantenerla en el tiempo ya la
utilizacion del anticuerpo anti-Grl producia esplenomegalia en los animales vy

finalmente morian.
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Una vez puesto a punto los regimenes de inoculacidn, se realizaron ensayos in
vivo, administrando los distintos anticuerpos en ratones del grupo CHOPx2 + LVR01x3,
alosdias-1,0, 1, 3,5, 13 y 20, tomando como dia 0 la administracién de la primera
dosis de LVRO1. No se observaron diferencias significativas a nivel de volumen tumoral
ni de sobrevida entre los grupos de ratones carentes de linfocitos colaboradores y

citotéxicos con el grupo control (CHOPx2 + LVRO1x3) (Fig. 54).

Figura 54. Curvas de
sobrevida segun método
100 Kaplan-Meier. Se muestran
las curvas de sobrevida
80 para los grupos CHOPx2 +
- LVRO1x3 y para los grupos
-E 60 inoculados con los distintos
g anticuerpos  depletantes:
2 404 anti-CD4, anti-CD8, anti-NK
X e isotipo control (n=6).
20
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Dias p.i.t.
—¥- CHOPx2 + LVR01x3 -¥- anti-CD4 —¥ anti-CD8 -—¥ isotipo

2.3 Estudio de la condicién fisica y comportamental de los animales

Ademas de estudiar el efecto antitumoral de Salmonella, se evalud el efecto de
la administracion de la bacteria en la condicién fisica y comportamental de los ratones
tratados con quimioterapia. Para ello, se estudiaron distintos parametros, tanto
clinicos como paraclinicos, en animales de los grupos CHOPx2 y CHOPx2 + LVRO1.
Dentro de los clinicos, se midié la condicién corporal (BC), “grooming”, dolor, letargia,
respuesta-fuerza, y mucositis; y para el estudio paraclinico se realiz6 hemograma vy
funcional hepdtico. La escala utilizada para los parametros clinicos se indica
detalladamente en M&M, a modo de resumen O corresponde al estado dptimo del
animal, 1 revela presencia y 2 es exacerbaciéon de la sintomatologia/patologia. La

medicion de los parametros se realizo a distintos tiempos. Al dia 44 p.i.t. (9 dias post-
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2% CHOP) se observan diferencias significativas a nivel del “gooming” (p=0,0075) y
letargia (p=0,0256), que se traducen en una mejoria del estado global de los ratones
tratados con CHOP a los cuales se les administré Salmonella (p=0,0455, test de
Student) (Fig. 55A). Las diferencias encontradas a nivel clinico estuvieron acompafiadas
por las encontradas a nivel paraclinico en los hemogramas, donde se observd un
aumento significativo en la cantidad de glébulos bancos (GB) y neutréfilos, y mayor
concentracion de hemoglobina en los animales tratados con la terapia combinada
respecto a los del grupo CHOPx2 (p=0,05, p=0,0467, y p=0,0388, respectivamente) (Fig.

55B). Las diferencias en el nimero de GB y neutrdéfilos también se observaron al dia 62

p.i.t.
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3 DISCUSION

En el presente trabajo demostramos que la inmunoterapia con Salmonella es
una buena opcién terapéutica para el tratamiento del LNH-B, pudiendo ser
administrada en forma conjunta con quimioterapia. Planteamos estudiar la
inmunoterapia en animales tratados con CHOP, tratamiento estandar de primera linea

31,32,481,500
, con el

para el LNH agresivo y el mds utilizado para tratar LNH indolente
objetivo de aumentar la probabilidad de éxito al transferir a ensayos clinicos los
resultados obtenidos con una inmunoterapia a nivel pre-clinico.

En los ultimos afos, el progreso en el drea de la inmunologia y bacteriologia ha
convertido a las bacterias en un blanco de investigacion para el tratamiento del cancer.
Las caracteristicas del microambiente tumoral, incluyendo vasos sanguineos anormales
y regiones hipdxicas y necrdticas hace que sea propicio para la colonizacion por
bacterias tanto anaerobias obligadas (Clostridium, Bifidobacterium), como facultativas

311-322

(Streptococcus, Escherichia coli, Listeria y Salmonella) . En particular, Salmonella

ha sido usada como una terapia antitumoral efectiva contra distintos tipos de cancer,

incluyendo melanoma, pulmén, colon, mama, renal, hepatico, prdstata vy

307,321,323,325,341-345,530

hematoldgicos . Existe gran cantidad de literatura que evidencia

gue esta bacteria posee una actividad antitumoral intrinseca que depende de la cepay

334341531 salmonella promueve una fuerte sefial pro-

modelo experimental utilizados
inflamatoria debido a la cantidad de PAMPs que presenta. Estos estimulan la
maduracion de las células APC a un fenotipo inmunoestimulador. Las células APC
maduras producen IL-12, TNF-a, IL-1B, IL-6, IFNa y B, activando las células T. De esta
forma, una sefial de peligro promueve la co-estimulacion y una respuesta efectiva de

531,532

células T . Ademas, se induce la infiltracion de neutréfilos y una respuesta de

células T especificas de tumor, con reduccién de poblaciones inmunosupresoras como
son las células MDSCs y Tregs 341,533

Previamente, nuestro grupo de trabajo reporté que la infeccidn in vitro con
Salmonella LVRO1 induce la apoptosis de las células A20, y que la administracion i.t. de
LVRO1 produce una respuesta inmune antitumoral, con retardo en el crecimiento

346

tumoral y sobrevida extendida . Sin embargo en la clinica, los pacientes con LNH se
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someten a quimioterapia como tratamiento de primera linea, por lo que es importante
estudiar si la terapia con Salmonella puede ser utilizada en un contexto que incluya la
administracion de quimioterapia. En capitulos anteriores, se describié la posibilidad de
aplicar la misma quimioterapia utilizada en pacientes (CHOP) en ratones con linfoma
A20. Demostramos que ademas de su efecto citotdxico, la quimioterapia promovié un
microambiente tumoral pro-inflamatorio y una respuesta inmune antitumoral asociada
a un retardo en el crecimiento tumoral y extension de la sobrevida. Se ha descrito que
el uso de quimioterapia como terapia adyuvante y neoadyuvante en varios tumores
metastdsicos (mama, colon, gastrico, uretra y vejiga), reduce el riesgo de recaida y
mejora las tasas de sobrevida global °34-539 Apoyando la idea del uso de Salmonella
como inmunoterapia en ratones tratados con CHOP, existen reportes de otros grupos
demostrando que la administracion de Salmonella mejora el efecto antitumoral de la
ciclofosfamida en un modelo murino de melanoma, aumenta la respuesta inmune
antitumoral en ratones tratados con cisplatina en cancer de pulmén y hepatoma, vy
disminuye la actividad tumoral en un modelo pre-clinico de cdncer de colon
metastésico al ser administrada junto la droga quimioterapica 5-fluorouracil >***,
También se ha visto que la utilizacidn de bacterias anaerobias estrictas como
Clostridium novyi, aumenta la eficacia terapéutica de la administracion de

doxorrubicina y vincristina en modelos pre-clinicos de cdncer de colon 44,345 g

n
nuestro caso, observamos que el uso de Salmonella como inmunoterapia no sélo
produce los mismos efectos clinicos observados con LVRO1 como monoterapia, sino
gue en combinacién con CHOP promueve un efecto antitumoral aumentado, con un
retraso en el crecimiento tumoral y extension de la sobrevida global, y sobrevida libre
de progresién en animales con linfoma, en comparacién con las terapias por separado.
Ademas, otro hallazgo interesante fue que mas alld de la respuesta antitumoral que
produjo el tratamiento con Salmonella, el andlisis comparativo de pardmetros clinicos
y para-clinicos demostraron que la administracion de la bacteria mejord de forma
significativa la condicién fisica de los animales, lo cual seria altamente beneficioso
cuando pensamos en el estado de los pacientes bajo tratamiento quimioterapico. La
respuesta inmune innata y adaptativa desarrollada fue mds potente en los animales

tratados con la terapia combinada, observandose en algunos casos un efecto aditivo, y

en otros, efectos que sélo aparecen cuando se aplica la terapia combinada.
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El estudio de las poblaciones infiltrantes de tumor mostré un aumento
significativo de linfocitos T CD4" y una disminucién en células Tregs respecto al grupo
no tratado (PBS) para cualquiera de los tratamientos administrados. En concordancia
con el aumento de T CD4", a nivel tumoral se observé una expresion significativamente
aumentada de /12 e Ifng en todos los grupos tratados respecto al control sin tratar, que
como describimos anteriormente son citoquinas clave para montar una respuesta
antitumoral efectiva. La reduccién del nimero de Tregs observado en los grupos
tratados con LVRO1 respecto al grupo no tratado, concuerda con el efecto reportado
producto de la administracion i.t. de Salmonella, i.e. disminuciéon de poblaciones
celulares inmunosupresoras que promueve el cambio de un microambiente tumoral

233596 También en el grupo CHOPx2 el nimero

inmunosupresor a uno inmunogénico
de Tregs fue menor respecto al grupo sin tratar, probablemente debido a la
administraciéon de la ciclofosfamida como parte del CHOP. Se ha descrito que la
administracion de algunas drogas quimioterapicas, incluyendo la ciclofosfamida,
suprimen la poblacién de células Tregs, mejorando la inmunidad antitumoral 207,547
Por otro lado, se observé un aumento significativo de los neutréfilos asociados
a tumor (TAN, del inglés) en los animales tratados con Salmonella en comparacion con
los demads grupos (PBS, CHOPx2). En concordancia con estos resultados, previamente
nuestro grupo de trabajo reporté que la administracion i.t. de LVRO1 provoca un
aumento en el reclutamiento de neutréfilos al tumor, lo cual se correlacioné con un

4 .
3 Esta observacién es coherente dado que en

efecto terapéutico beneficioso
términos generales la presencia de Salmonella en el tejido se asocia al reclutamiento
de neutrdfilos **8. En concordancia con nuestros resultados, Vendrell & col. reportaron
que los neutrdfilos son la principal poblacién infiltrante de tumor luego de administrar

347 Ademds, observamos un

Salmonella i.t. en un modelo pre-clinico de linfoma T

aumento significativo de la expresidn de Cc/3, quimioquina producida por macréfagos,
., .. . . ., , p- 505,549

cuya funcion principal es el reclutamiento y activacién de neutrofilos . Se ha

>0 Otra

descrito la participacién de CCL3 en varios tipos de neoplasias hematolégicas
guimioquina atrayente de neutréfilos es CXCL1, expresada por neutrofilos, macrofagos
y células epiteliales. EIl aumento de esta quimioquina se observd solo en el grupo

tratado con la terapia combinada. En particular, se ha descrito la participacién de
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CXCL1 en los procesos de angiogénesis, arteriogénesis, inflamacién, y tumorogénesis
222,551,552

La poblacién de células NK infiltrantes de tumor también se vio aumentada en
los grupos tratados con LVRO1, independientemente de la quimioterapia. Este
aumento, concuerda con el aumento en la expresidon de Ccl2, Ccl3, y Ccl5 observado en
estos grupos, ya que una de las funciones de estas quimioquinas es el reclutamiento

de células NK >3

. Sin embargo, también se ha descrito la implicancia de estas
quimioquinas en distintas patologias que involucran al sistema inmune, incluido el
cancer >>*. Por otro lado, al dia 63 p.i.t. se observé un aumento en la citotoxicidad de
las células NK a nivel sistémico en el grupo que recibe la terapia combinada frente al
gue recibe sélo el tratamiento quimioterdpico. Las células NK se han descrito como
efectores criticos en la inmunologia tumoral y recientemente se ha visto que poseen
atributos tanto del sistema inmune innato como del adaptativo, moldeando Ia

80,81

respuesta antigeno especifica de las células Ty B Mas aun, estudios clinicos

recientes aportaron evidencia que las células NK son altamente eficientes contra
tumores hematoldgicos siendo una estrategia terapéutica prometedora "%,

Otra observacion fue que la terapia combinada aumenta de forma significativa
el numero de células T CD8" que se reclutan al tumor respecto al resto de los grupos.
Estos resultados son congruentes con el aumento de la expresion de Ifng observado en
el grupo donde se administrd la terapia combinada. Tanto los linfocitos T citotdxicos
como las células NK son unas de las principales poblaciones celulares productoras de
esta citoquina. Como ya se mencioné en capitulos anteriores, la presencia de IFN-y se
considerada fundamental para desarrollar una respuesta antitumoral efectiva "*%****,

Corroboramos que la respuesta antitumoral desarrollada por la administraciéon
de Salmonella en ratones tratados con CHOP es antigeno-especifica, ya que la
estimulacion de los esplenocitos con el lisado de células A20, pero no con un lisado de
B16, en ratones tratados con la terapia combinada, promueve la expresién de las
citoquinas IL-10 e IL-12 a nivel de ARNm y de IL-2 a nivel proteico. También a nivel
humoral observamos que la respuesta antitumoral desarrollada por la administracién
de LVR es antigeno-especifca. En concordancia con este resultado, previamente Grille
& col. observaron la produccidn antigeno-especifica de anticuerpos IgG anti-A20 en

346

ratones portadores de LNH A20 tratados con LVRO1 **°. Como ya se menciond en el
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capitulo anterior, en linfomas, las respuestas efectoras mediadas por anticuerpos son
de gran importancia, siendo los anticuerpos monoclonales anti-CD20 parte del
. , 22,33
tratamiento estandar contra LNH .
Como mencionamos en otros capitulos, las quimioquinas y sus receptores son
de gran importancia para la interaccién entre el tumor y el estroma, promoviendo un
ambiente permisivo para el escape tumoral, o un ambiente inmunogénico que retrase

236,302,505-509
su desarrollo ==~

. Nuestros resultados mostraron que la administracién de
Salmonella en combinacién con CHOP induce un aumento en la expresién de varias
quimioquinas pro-inflamatorias, que como ya mencionamos concuerda con el
aumento en el numero de células infiltrantes de tumor (neutréfilos, células NK, y
linfocitos T CD4+ y CD8+ T) observado los ratones del grupo CHOPx2 + LVRO1x3. Mas
aun, en el grupo sin tratar se observo un incremento en los niveles de ARNm de Tgfb a
nivel tumoral en comparacién con los grupos tratados, citoquina descrita como uno de
los principales factores inmunosupresores secretado por células supresoras como

221,511

Tregs, ademas de por células tumorales . Ademas, en el grupo PBS se observé un

incremento significativo en la expresion de Cxcr4, en concordancia con el hecho de que

221 Observamos

este receptor se ha visto sobreexpresado en varios canceres humanos
un aumento de la expresién de Cxc/12 en el tumor de animales tratados con CHOP, ya
sea con o sin administracion de Salmonella, respecto a los demds grupos. Como
describimos en capitulos anteriores, el eje CXCL12-CXCR4/CXCR7 se asocia a
progresién tumoral y metastasis 2>°, sin embargo no observamos aumento de ARNm
para ninguno de los receptores en estos ratones.

Un hallazgo peculiar fue el aumento significativo de la expresién génica de
Lgals1 en el grupo tratado con la terapia combinada. Las galectinas son una familia de
proteinas de unidn a carbohidratos con una afinidad por B-galactésidos implicados en
la adhesién célula-célula, interacciones célula-matriz, homeostasis del sistema inmune

229

y crecimiento celular . Se ha descrito que galectina-1 estd sobreexpresada en

diferentes tumores, contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune, promoviendo

2302 .
3923 En particular, se

la apoptosis de células T, angiogénesis y transformacion
describid el papel de las galectinas en las neoplasias hematolégicas, observandose una
asociacion entre el aumento de la expresidn de galectina-1 con la progresion tumoral

en el linfoma de Hodgkin y la leucemia linfocitica crénica, mientras que la galectina-3
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desempeiia un papel secundario en la leucemia mielégena crénica y el mieloma
multiple, y se sobreexpresa en LDGCB, siendo uno de los mejores genes para

discriminar entre linfoma folicular indolente y LDGCB ***

. Tal vez, el aumento de la
expresion de Lgalsl se debe a que los animales se encuentran en la condicién
subdptima (linfoma residual). Sin embargo, no se encontré una disminucion de los
linfocitos T, como posible efecto de la galectina-1, sino que contrariamente se observé
un aumento en esta poblacidn. Se necesitarian otros estudios para determinar el
verdadero rol de esta proteina en la actividad antitumoral desarrollada por la terapia
con Salmonella #*°°%.

En conclusién, encontramos que la administracién i.t. de Salmonella LVRO1 en
combinaciéon con el tratamiento quimioterapico tipo CHOP provoca una reduccién
notoria del tumor con un marcado beneficio terapéutico que se traduce en un
aumento en la sobrevida global y libre de progresion en comparacién con cada
tratamiento por separado. Salmonella estimula tanto la respuesta innata como la
adaptativa, con infiltracién de poblaciones inmunes al tumor y una elevada expresién
de genes para quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias, y el desarrollo de una
respuesta humoral especifica contra el tumor A20. Aunque aun faltan estudios para
determinar con mayor exactitud cuales son los efectores de la respuesta inmune
antitumoral que subyacen la actividad antitumoral observada en los animales tratados
con Salmonella, nuestros resultados sugieren que las células NK son grandes actores. El
utilizar la linea celular YAC-1 en los ensayos de citotoxicidad, nos permite afirmar que
dicha citotoxicidad esta mediada por células NK, pero no sabemos cdmo es el contexto
de donde provienen estas células. Probablemente existan otras variables (por ejemplo
otras poblaciones de células inmunes, citoquinas, etc.) que contribuyan a la activacién
de estas células, por lo que a futuro seria fundamental trabajar en contextos
deficientes para estos factores, y complementariamente realizar transferencia
adoptiva o reconstitucion de citoquinas en estos animales. Por su parte, el tratamiento
guimioterdpico ejerce su efecto antitumoral tanto por citotoxicidad directa como por
favorecer un microambiente tumoral inmunogénico. Proponemos que el uso de la
cepa atenuada de Salmonella, LVRO1, como terapia adyuvante al tratamiento
convencional como es la quimioterapia, podria ser una estrategia terapéutica

interesante para el tratamiento de LNH-B. M3as aun, dada la seguridad probada para
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esta cepa, esta estrategia terapéutica podria ser facilmente transferible a ensayos

clinicos.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES FINALES
Y PERSPECTIVAS



Este trabajo se centrd en el desarrollo de nuevas inmunoterapias para LNH
evaluadas en un modelo murino que se asemeja mas al contexto clinico, de modo de
aumentar la probabilidad de éxito al transferir los resultados obtenidos en estudios
pre-clinicos a ensayos clinicos. Para ello, establecimos un modelo de EMR de LNH-B
donde los ratones portadores de linfoma A20 reciben quimioterapia tipo CHOP, siendo
este uno de los esquemas mas utilizados como tratamiento de primera linea para este
tipo de neoplasias. Ademas de desarrollar dicho modelo, pudimos demostrar el estado
de inmunocompetencia en los animales que desarrollan EMR, caracteristica esencial a
la hora de evaluar la efectividad de una inmunoterapia. Asimismo, logramos
implementar el uso de PET/CT para el seguimiento in vivo de la enfermedad en los
animales, técnica estandar utilizada para la monitorizacion de la enfermedad vy
respuesta a tratamientos en pacientes.

La linea tumoral A20 utilizada presenta similar biologia e histologia al LDGCB,
siendo este ultimo el LNH mas comun. Sin embargo, debido a la heterogeneidad de
estas neoplasias, como perspectiva a futuro planteamos utilizar otros modelos de LNH
de células B y T con diferente grado de agresividad bioldgica para investigar la
posibilidad de establecer este modelo de EMR, de modo de aumentar la aplicabilidad
del mismo. Por otro lado, seria interesante incorporar al plan de quimioterapia un
anticuerpo monoclonal anti-CD20 murino de similar efectividad terapéutica al
rituximab, de manera de poder estudiar la respuesta inmune generada por las
inmunoterapias en el contexto de deplecidn linfocitaria-B.

Previamente nuestro grupo de trabajo determind que la administracion de
Salmonella en el modelo de linfoma A20 de alta carga tumoral desencadena una

respuesta antitumoral notoria 346

En el presente trabajo corroboramos dichos
resultados y demostramos que persiste siendo efectiva la terapia cuando se administra
en conjunto con poliquimioterapia. Ademas, determinamos que Sa/monella puede ser
utilizada como terapia adyuvante en ratones tratados con quimioterapia, teniendo
también el beneficio de mejorar la condicidn fisica de los animales. Consideramos que
este Ultimo punto merece un estudio mas detallado y exhaustivo para poder
determinar en forma fehaciente si la administracion de Salmonella impacta

positivamente en el estado general de los animales sometidos a quimioterapia, ya que

esto seria un elemento positivo a la hora de considerar la aplicacion de esta
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inmunoterapia en pacientes bajo tratamiento quimioterapico. El retraso del
crecimiento tumoral y extensién de sobrevida observada en los animales tratados con
Salmonella, se asocia a un aumento de la respuesta inmune antitumoral, tanto innata
como adaptativa, con infiltracién de poblaciones celulares efectoras al tumor y una
elevada expresion de genes para quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias, asi
como el desarrollo de una respuesta en anticuerpos especifica contra el tumor A20. El
tratamiento quimioterapico ejerce a su vez un efecto antitumoral por citotoxicidad
directa, pero ademds promueve un microambiente tumoral inmunogénico. Por lo
antes mencionado, pensamos que el uso de la cepa atenuada de Salmonella, LVRO1,
como terapia adyuvante en un tratamiento convencional, como es la quimioterapia,
podria ser una estrategia terapéutica interesante para LNH-B que amerita continuar
estudiando .

Dada la demostrada seguridad clinica de cepas atenuadas de Salmonella 333
esta estrategia terapéutica podria ser facilmente transferible a ensayos clinicos, incluso
en Uruguay, siendo facil de implementar y con bajo costo. Previo al disefio de ensayos
clinicos fase |, seria conveniente realizar estudios pre-clinicos para evaluar si la
administracion de Salmonella via oral (v.0) e intravenoso (i.v) tiene el mismo efecto
terapéutico observado con la administracién i.t, de modo de demostrar la factibilidad
de aplicar la terapia a ensayos clinicos. En este sentido, en modelos de melanoma vy
carcinoma de pulmén se reporté la acumulaciéon de Salmonella a nivel tumoral cuando

556

la bacteria se administré v.o. ™. Esta misma acumulacién se describié en pacientes

343557 Teniendo en cuenta estos

con melanoma administrando Salmonella por via i.v.
antecedentes, tenderiamos a pensar que la transferencia a la clinica de nuestra
inmunoterapia con Salmonella tendria razonable probabilidad de éxito.

Previamente nuestro grupo de trabajo reporté el efecto terapéutico que tiene
la administracién de una vacuna formulada con células de linfoma A20 infectadas con
Salmonella previo a ser irradiadas, administrada junto con la citoquina IL-2 .
Ademads, esta citoquina también se utilizé en otra vacuna desarrollada por nuestro
grupo, formulada con células tumorales lisadas e IL-2 adsorbida a hidréxido de

aluminio ***

. La administracién de esta vacuna en ratones portadores de linfoma A20
produjo una respuesta antitumoral potente, aunque se observé un aumento notorio

en el nimero de células Tregs. Con estos antecedentes, decidimos estudiar en el
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modelo de EMR, el abordaje que utiliza la vacuna a células enteras, pero en lugar de
incluir IL-2, modificamos las células A20 para que expresen IL-15. Ya se comenté en
capitulos previos las ventajas de utilizar IL-15 frente a IL-2 en terapias contra cancer,
destacando la generacién de memoria de células NK y T CD8", y el hecho de no reclutar
células Tregs. En concordancia con lo anterior, el uso de nuestra inmunoterapia no
generé aumento de Tregs. La principal ventaja que tiene el uso de la vacuna a células
enteras desarrollada en el presente trabajo, es que desencadena una respuesta
especifica contra tumor, ya que la vacuna incluye antigenos especificos de linfoma A20
(célula entera), y es la propia célula tumoral (APC) quien expresa IL-15, contribuyendo
a generar el contexto adecuada de presentacion antigénica. A futuro, una estrategia
para mejorar la respuesta obtenida con la vacuna a células enteras que desarrollamos,
podria ser transfectar las células A20 para que expresen el complejo IL-15/IL-15Ra ya
que tiene mayor afinidad por IL-15RB/yC que la IL-15 libre, facilitando asi la
transpresentacion explicada en el capitulo IV. En este sentido existen reportes del
beneficio terapéutico que tiene el uso del complejo IL-15/IL-15Ra, aumentando la
proliferacién y actividad antitumoral de las células NK y T CD8", lo que conduce a una
respuesta antitumoral mejorada respecto a la utilizaciéon de IL-15 sola 333,369,371,377,378
También se observd que la utilizacidon de una vacuna a DCs expresando dicho complejo
genera una respuesta inmune antitumoral mds potente que cuando expresa la
citoquina sola >%%.

En hematologia, el desarrollo que tiene hoy en dia la terapia celular y la
implementacidon de terapias personalizadas en la clinica (por ejemplo alotransplante de
progenitores hematopoyéticos, infusiéon de linfocitos de donante y mas recientemente
utilizacidn de células estromales mesenquimales expandidas in vitro y reinfundidas al
paciente y la utilizacion de CAR-T) hace posible la utilizacién de vacunas como la
desarrollada en el presente trabajo. Mas aun, a la brevedad se espera disponer de un
centro de terapia celular en el Hospital de Clinicas, donde se podria eventualmente
implementar la estrategia terapéutica personalizada planteada en el presente trabajo.

Respecto a los efectores inmunes que determinan la repuesta antitumoral
observada con las inmunoterapias desarrolladas, aunque falta aun realizar mas
estudios, los resultados obtenidos sugieren que las células NK son una de las

poblaciones celulares inmunes con mayor participacion en la respuesta antitumoral,
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por lo que a futuro seria fundamental realizar ensayos de deplecién para esta
poblacion celular y complementariamente transferencia adoptiva de estas células a
ratones deficientes. Ademas, para el caso de la terapia con IL-15 seria necesario
profundizar en el estudio de la memoria de las células NK y T CD8", ya que como
hemos mencionado anteriormente, se ha visto que esta citoquina, ademas de
promover la proliferacién y activacion de estas células, favorecen el desarrollo de
memoria *°%.

En conclusidn, hemos avanzado en el disefio de inmunoterapias efectivas
para el tratamiento de LNH, evaluadas en un modelo pre-clinico que se acerca al
contexto en el que se encuentran los pacientes en la clinica. Consideramos que estas

inmunoterapias ameritan ser testeadas en ensayos clinicos fase I.
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ABREVIATURAS
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receptor Fc
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Clasificacion de neoplasias linfoides (OMS 2016).

2376  SWERDLOW et al

Table 1. 2016 WHO classification of mature lymphoid, histiocytic,

and dendritic neoplasms

Mature B-cell neoplasms
Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma
Monoclonal B-cell lymphocytosis*
B-cell prolymphocytic leukemia
Splenic marginal zone lymphoma
Hairy cell leukemia
Splenic B-cell lymphoma/leukemia, unclassifiable
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma
Hairy cell leukemia-variant
Lymphoplasmacytic lymphoma
Waldenstréom macroglobulinemia
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), IgM*
w heavy-chain disease
v heavy-chain disease
a heavy-chain disease
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), 1gG/A*
Plasma cell myeloma
Solitary plasmacytoma of bone
Extraosseous plasmacytoma
Monoclonal immunoglobulin deposition diseases*
Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue
(MALT lymphoma)
Nodal marginal zone lymphoma
Pediatric nodal marginal zone lymphoma
Follicular lymphoma
In situ follicular neoplasia®
Duodenal-type follicular lymphoma*
Pediatric-type follicular lymphoma*
Large B-cell lymphoma with IRF4 rearrangement*
Primary cutaneous follicle center lymphoma
Mantle cell lymphoma
In situ mantle cell neoplasia*
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), NOS
Germinal center B-cell type*
Activated B-cell type*
T-cell/histiocyte-rich large B-cell lymphoma
Primary DLBCL of the central nervous system (CNS)
Primary cutaneous DLBCL, leg type
EBV" DLBCL, NOS*
EBV" mucocutaneous ulcer
DLBCL associated with chronic inflammation
Lymphomatoid granulomatosis
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma
Intravascular large B-cell lymphoma
ALK™ large B-cell lymphoma
Plasmablastic lymphoma
Primary effusion lymphoma
HHV8" DLBCL, NOS*
Burkitt lymphoma
Burkitt-like lymphoma with 11q aberration™

High-grade B-cell lymphoma, with MYC and BCL2 and/or BCL6 rearrangements*

High-grade B-cell lymphoma, NOS*

B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between DLBCL and

classical Hodgkin lymphoma

Mature T and NK neoplasms
T-cell prolymphocytic leukemia
T-cell large granular lymphocytic leukemia
Chronic lymphoproliferative disorder of NK cells
Aggressive NK-cell leukemia
Systemic EBV* T-cell lymphoma of childhood*
Hydroa vacciniforme-like lymphoproliferative disorder*
Adult T-cell leukemia/lymphoma
Extranodal NK-/T-cell lymphoma, nasal type
Enteropathy-associated T-cell lymphoma
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Table 1. (continued)

Monomorphic epitheliotropic intestinal T-cell lymphoma*
Indolent T-cell lymphoproliferative disorder of the Gl tract*
Hepatosplenic T-cell lymphoma
Subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma
Mycosis fungoides
Sézary syndrome
Primary cutaneous CD30" T-cell lymphoproliferative disorders
Lymphomatoid papulosis
Primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma
Primary cutaneous 8 T-cell ymphoma
Primary cutaneous CD8" aggressive epidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma
Primary cutaneous acral CD8" T-cell lymphoma*
Primary cutaneous CD4" small/medium T-cell lymphoproliferative disorder*
Peripheral T-cell lymphoma, NOS
Angioimmunoblastic T-cell lymphoma
Follicular T-cell lymphoma*
Nodal peripheral T-cell lymphoma with TFH phenotype*
Anaplastic large-cell lymphoma, ALK™*
Anaplastic large-cell lymphoma, ALK™*
Breast implant-associated anaplastic large-cell lymphoma*
Hodgkin lymphoma
Nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma
Classical Hodgkin lymphoma
Nodular sclerosis classical Hodgkin lymphoma
Lymphocyte-rich classical Hodgkin lymphoma
Mixed cellularity classical Hodgkin lymphoma
Lymphocyte-depleted classical Hodgkin lymphoma
Posttransplant lymphoproliferative disorders (PTLD)
Plasmacytic hyperplasia PTLD
Infectious mononucleosis PTLD
Florid follicular hyperplasia PTLD*
Polymorphic PTLD
Monomorphic PTLD (B- and T-/NK-cell types)
Classical Hodgkin lymphoma PTLD
Histiocytic and dendritic cell neoplasms
Histiocytic sarcoma
Langerhans cell histiocytosis
Langerhans cell sarcoma
Indeterminate dendritic cell tumor
Interdigitating dendritic cell sarcoma
Follicular dendritic cell sarcoma
Fibroblastic reticular cell tumor
Disseminated juvenile xanthogranuloma
Erdheim-Chester disease*

Provisional entities are listed in italics.
*Changes from the 2008 classification.
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A continuacién se muestra la secuencia de ADN del plasmido pORF9-mil-15, y en amarillo se indican las regiones donde hibridan
los primers para amplificar el fragmento que contiene el gen codificante para IL-15.

sgfl (7)  pBglll
1 GGATCTGCGATCGCTCCEETECCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGEGGAGGGEGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTA

101 GAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCC

Hindll1 (246)
201 GTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGCTGAAGCTTCGAGG
301
401
BspHI (569)
501 CTGAGATCACCGGTAGGAGGGCCATCATGAAAATTTTGAAACCATATATGAGGAAT
> 1k MetLysl leLeuLysProTyrMetArgAsn

601 ACATCCATCTCGTGCTACTTGTGTTTCCTTCTAAACAGTCACTTTTTAACTGAGGCTGGCATTCATGTCTTCATTTTGGGCTGTGTCAGTGTAGGTCTCC
11k ThrSerl leSerCysTyrLeuCysPheLeuLeuAsnSerHisPheLeuThrGluAlaGlyl leHisValPhel leLeuGlyCysValSerValGlyLeuP
701 CTAAAACAGAGGCCAACTGGATAGATGTAAGATATGACCTGGAGAAAATTGAAAGCCTTATTCAATCTATTCATATTGACACCACTTTATACACTGACAG
44F roLysThrGluAlaAsnTrpl leAspValArgTyrAspLeuGluLysl leGluSerLeul leGInSerl leHisl leAspThrThrLeuTyrThrAspSe
801 TGACTTTCATCCCAGTTGCAAAGTTACTGCAATGAACTGCTTTCTCCTGGAATTGCAGGTTATTTTACATGAGTACAGTAACATGACTCTTAATGAAACA
77k rAspPheHisProSerCysLysValThrAlaMetAsnCysPhelLeulLeuGluLeuGInVal | leLeuHisGluTyrSerAsnMetThrLeuAsnGluThr
901 GTAAGAAACGTGCTCTACCTTGCAAACAGCACTCTGTCTTCTAACAAGAATGTAGCAGAATCTGGCTGCAAGGAATGTGAGGAGCTGGAGGAGAAAACCT
111k ValArgAsnValLeuTyrLeuAlaAsnSerThrLeuSerSerAsnLysAsnValAlaGluSerGlyCysLysGluCysGluGluLeuGluGluLysThrP
Hindl Il (1017) pEcoRI Nhel (1093)
1001 TCACAGAGTTTTTGCAAAGCTTTATACGCATTGTCCAAATGTTCATCAACACGTCCTGACTGCACGCGAGCCTCTTCCGTGTTTCTGTTATTGCTAGCTC
144F heThrGluPheLeuGInSerPhel leArgl leValGInMetPhel leAsnThrSere==
1101 GACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTG

1201 TGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGG

Swal (1355)
1301 GAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAGATCCATTTAAATGTTAATTAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGG

»

1401 CCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAA

1501 CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTT

1601 CTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCC

1701 CCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG

1801 GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTG

1901 CTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTA

2001 CGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCA

2101 TGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATT
1k MetSerl leGInHisPheArgValAlaLeul leProPhePheAlaAlaPh
2201 TTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC
17F eCysLeuProValPheAlaHisProGluThrLeuValLysValLysAspAlaGluAspGlnLeuGlyAlaArgValGlyTyrl leGluLeuAspLeuAsn
2301 AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG
51k SerGlyLysl leLeuGluSerPheArgProGluGluArgPheProMetMetSerThrPheLysValLeuLeuCysGlyAlaValLeuSerArgl leAspA
2401 CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGT
84F [aGlyGInGluGIinLeuGlyArgArgl leHisTyrSerGInAsnAspLeuValGluTyrSerProValThrGluLysHisLeuThrAspGlyMetThrVa
2501 AAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG
117F IArgGluLeuCysSerAlaAlal leThrMetSerAspAsnThrAlaAlaAsnLeulLeuLeuThrThrl leGlyGlyProLysGluLeuThrAlaPhelLeu
2601 CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAA
151* HisAsnMetGlyAspHisValThrArgLeuAspArgTrpGluProGluLeuAsnGluAlal leProAsnAspGluArgAspThrThrMetProValAlaM
2701 TGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACC
184F etAlaThrThrLeuArgLysLeulLeuThrGlyGluLeuLeuThrLeuAlaSerArgGInGinLeul leAspTrpMetGluAlaAspLysValAlaGlyPr
2801 ACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGAT
217F oLeuLeuArgSerAlaLeuProAlaGlyTrpPhel leAlaAspLysSerGlyAlaGlyGluArgGlySerArgGlyl lel leAlaAlaLeuGlyProAsp
2901 GGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTA
251F GlyLysProSerArgl leValVal | leTyrThrThrGlySerGInAlaThrMetAspGluArgAsnArgGinl leAlaGlul leGlyAlaSerLeul leL
3001 AGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGA
284F ysHisTrpee=
3101 TAATCTCATGCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCA
3201 GCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTT
Notl (3361)
Xhol (3356)
3301 AACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGGTGACCGGATCTCGAGCGGCCGCAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTG
3401 TGTTGGTTTTTTGTGTGAATCGTAACTAACATACGCTCTCCATCAAAACAAAACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCA
3501 GGTGCCAGAACATTTCTCTATCGAA
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Resultado de la secuenciacion (corroboracion del constructo pcDNA3.11L15)
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Abstract

Background: Non-Hodgkin lymphomas (NHL) are the most frequent hemato-oncological malignancies. Despite
recent major advances in treatment, a substantial proportion of patients relapses highlighting the need for new
therapeutic modalities. Promissory results obtained in pre-clinical studies are usually not translated when moving into
clinical trials. Pre-clinical studies are mainly conducted in animals with high tumor burden; instead patients undergo
chemotherapy as first line of treatment and most likely are under remission when immunotherapies are applied. Thus,
an animal model that more closely resembles patients’ conditions would be a valuable tool.

Methods: BALB/c mice were injected subcutaneously with A20 lymphoma cells and after tumor development dif-
ferent doses of chemotherapy were assessed to find optimal conditions for minimal residual disease (MRD) establish-
ment. Tumor growth and survival, as well as drugs side effects, were all evaluated. Complete lymphoma remission was
monitored in vivo using positron emission tomography (PET), and the results were correlated with histology. Immu-
nological status was assessed by splenocytes proliferation assays in NHL-complete remission mice and by analyzing
tumor cell infiltrates and chemokines/cytokines gene expression in the tumor microenvironment of animals with
residual lymphoma.

Results: Two cycles of CHOP chemotherapy at days 25 and 35 post-tumor implantation induced complete remission
for around 20 days. PET showed to be a suitable follow-up technique for MRD condition with 85.7 and 75% of sensibil-
ity and specificity respectively. Proliferative responses upon mitogen stimulation were similar in animals that received
chemotherapy and wild type mice. Tumors from animals with residual lymphoma showed higher numbers of CD4*
and CD8* and similar numbers of NK, neutrophils and Tregs infiltrating cells as compared with non-treated animals.
Gene expression of several cytokines as well as an array of chemokines associated with migration of activated T cells
to tumor sites was upregulated in the tumor microenvironment of animals that received chemotherapy treatment.

Conclusions: We established a NHL-B pre-clinical model using standard chemotherapy to achieve MRD in immuno-
competent animals. The MRD condition is maintained for approximately 20 days providing a therapeutic window of
time where new immunotherapies can be tested in conditions closer to the clinics.

Keywords: Non-Hodgkin lymphoma (NHL), Immunotherapy, Chemotherapy, CHOP, Clinical, Positron emission
tomography (PET), Minimal residual disease (MRD)

Background of care for NHL treatment is chemotherapy, radiotherapy
Non-Hodgkin lymphomas (NHL) are the most frequent  and monoclonal antibodies (i.e. Rituximab) [1]. Although
hemato-oncological malignancies. The current standard these combined treatments can achieve high rates of
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Cancer Statistics Review (CSR), the overall 5-year relative
survival rate for all ages is 69%, and the 10-year relative
survival rate is 59%; 86% for follicular lymphoma, and
61% for diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) [2].

Active immunotherapy is a promising complemen-
tary approach for NHL treatment. Induction of tumor-
specific adaptive immunity might generate long-lasting
immunological memory able to prevent further relapses,
and there is abundant literature demonstrating good
rates of effectivity in pre-clinical models [3-5]. However,
overall 85% of phase I-II clinical trials for novel treat-
ments in cancer fail; and of those that progress to phase
III, only half become approved for clinical use [6]. Pre-
clinical NHL active immunotherapy studies are mainly
performed in mice with high tumor burden that received
no previous treatment, whereas clinical trials are per-
formed in patients that have undergone chemotherapy
and they are in complete or partial remission [3, 7]. Thus,
murine models usually do not resemble the clinical sce-
nario and this can be a major reason to explain the lack of
consistency in results when moving into clinical trials [8].
The development of novel pre-clinical models that mimic
the clinical setting could be valuable tool to explore new
therapeutic strategies [9]. Particularly, it would be impor-
tant to have a model in which animals achieved com-
plete remission with chemotherapy and develop minimal
residual disease (MRD) state.

We have previously assessed a murine NHL-B model
where different immunotherapies were evaluated with
promising results [10—12]. In the present study, we estab-
lish a new NHL-B pre-clinical model using standard
chemotherapy (CHOP) to achieve complete response in
immunocompetent animals. We believe that this model
is more suitable to study new and optimized immuno-
therapies, thus it could be a valuable tool for pre-clinical
studies that get closer to the clinics.

Methods
Animals and tumor cell line
Female BALB/c mice, 8-10 weeks old were used for
in vivo experiments. Animals were housed on a 12:12 h
light/dark cycles in racks with filtered air where food and
water were given ad libitum.

The A20 cell line was derived from B lymphocytes of
a naturally occurring reticulum cell sarcoma from an old
BALB/cAnN mouse and was obtained from the Ameri-
can Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Cells
were grown in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) supplemented with 10% fetal bovine serum
(PAN-Biotech, Aidenbach, Germany), 2 mM L-glutamine
(Sigma) and 0.05 mM 2-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) (RPMI complete medium) at
37 °Cin 5% CO, atmosphere.
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Cell transplantation

For tumor challenge, A20 were grown in culture and har-
vested in log phase, washed and resuspended to a final
concentration of 5 x 10° cells/ml in PBS. 8-10 weeks-
old syngeneic female BALB/c mice were injected subcu-
taneously (s.c.) into the right flank with 1 x 10° cells in
0.2 ml of PBS. Tumors were measured three times a week
with a microcaliper in three dimensions, and tumor vol-
umes were calculated as length x width x depth x 0.523
6, as previously described [13]. Mice were euthanized by
cervical dislocation when tumors reached 3000 mm?® or
before if they showed signs of distress. These time points
were defined as survival time.

Chemotherapy treatment for MRD lymphoma model
The standard chemotherapy regimen in patients for
aggressive NHL as well as the most used regimen
for indolent NHL is a combination of cyclophospha-
mide, doxorubicin, vincristine and prednisone/steroids
(CHOP) given every 21 days for 6-8 cycles [1, 14]. We
used a CHOP regimen to treat mice bearing lymphoma
where oral prednisone was substituted by intraperitoneal
(i.p.) dexamethasone in order to achieve more uniform
levels of steroid and to reduce chemical peritonitis. In
each chemotherapy cycle we used the following doses:
cyclophosphamide 100 mg/kg i.p, doxorubicin 6 mg/kg
i.p, vincristine 0.1 mg/kg i.p and dexamethasone 0.2 mg/
kg i.p. At day 25 post-tumor implantation (p.t.i.), groups
of mice (n = 9) that were inoculated with A20 cell line
were treated either with one cycle of chemotherapy
(CHOPx1), two cycles of chemotherapy (CHOPx2) or
PBS as control and were followed for tumor growth and
survival. Side effects were monitored, through weight
changes evaluation and hematological toxicity. Lympho-
cytes, monocytes and neutrophils recovery post-CHOP
were evaluated in an automated blood cell counter and in
peripheral blood smears. Blood was obtained using a 27G
needle puncturing the tail vein. This allows us to select
the optimal period between CHOP cycles.

To avoid potential infections, prophylactic anti-infec-
tious drugs (15 mg/kg of fluconazole and 20 mg/kg of
acyclovir) were used during the neutropenia period.

Chemotherapy cytotoxicity

Cytotoxic effect of CHOP drugs on A20 tumor cell line
was assessed in vitro by growth inhibition studies. Cells
were seeded in 24-well plates at a density of 1 x 10° via-
ble cells per well. Triplicate wells were treated with dif-
ferent concentrations of the drugs or PBS and Dimethyl
sulfoxide (DMSO) as controls (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). Cyclophosphamide, doxorubicin, and dexametha-
sone were tested 0.1, 1, 10, 100 nM and 1 pM, and Vin-
cristine was tested 10, 20, 30, 40, 50 and 70 nM. Plates
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were incubated at 37 °C in a humidified incubator with
5% CO, for 96 h. Then, all cultures were monitored for
cell viability using Trypan blue vital stain (Life Technolo-
gies, Carlsbad, CA), and Annexin V (BD Pharmingen, San
Diego, CA) with Propidium iodide (PI) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). The half maximal inhibitory concentra-
tion (ICsy) was calculated as the concentration (nM) that
causes half of the cell mortality.

To evaluate in vivo toxicity, body weight was meas-
ured before and after CHOP administration. The body
weight change (BWC) was calculated using the follow-
ing formula: BWC (%) = [(body weight on the last day) —
(body weight on day O) } /(body weight on day O)XIOO(%) ,
as previously described [15].

Necropsy and histology

Mice were sacrificed at day 45 p.t.i. and necropsies were
performed. Animals were examined macroscopically for
lymphoma infiltration at primary sites or lymph nodes or
other organs. Primary lymphoma site, inguinal and retro-
peritoneal lymph nodes, liver and spleen were removed
and immersed in formalin buffered 10% at room tem-
perature for 24 h. Organs were washed with PBS for 24 h
at 4 °C and then immersed successively two times for 2 h
in EtOH 95%, absolute alcohol, Xylol, paraffin and pro-
cessed in paraffin blocks. Sections of 4 pm were cut and
dewaxing immersed successively two times for 5 min in
xylol and absolute alcohol, one time for 5 min in EtOH
95% and EtOH 90%. Then sections were washed three
times with distilled water and stained with hematoxylin-
eosin. Finally, sections were immersed successively for
3 s in EtOH 70%, EtOH 80%, EtOH 95%, absolute alco-
hol and Xylol, and assembled with Canada balsam. These
sections were microscopically evaluated to detect lym-
phoma infiltration.

PET/CT imaging

Complete lymphoma remission was evaluated by in vivo
imaging using positron emission tomography/com-
puted tomography (PET/CT) scan with F-2-fluor-2-
desoxi-p-glucosa (F-FDG) as radiotracer. The study
was performed in the Centro Uruguayo de Imagenologia
Molecular (CUDIM).

Image acquisition

PET/CT imaging in mice was performed using a tri-
modality scanner (Triumph, Trifoil, Inc., US) with
LYSO/LGSO scintillators (spatial resolution: 1.0 mm
and an axial field of view: 3.75 cm). Data were acquired
in list mode in a 184 x 184 x 31 matrix with pixel size:
0.25 x 0.25 x 1.175 mm; coincidence window width:
22.22s.
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Seventeen mice were evaluated by PET/CT, of which
two died later on as result of cytotoxicity and thus were
excluded from the analysis. Images were obtained before
(day 25 p.t.i.) and after CHOP treatment when mice were
in complete clinical remission (day 44 p.t.i.). The animals
were anesthetized with 2% isofluorane in an oxygen flow
of 2 1/min, placed in prone position on the scanner bed
and injected via the caudal vein with 100 ul of (**F-FDG)
(20 £ 5.4 MBq). PET images (static studies) acquisi-
tion started 30 min after radiotracer administration and
performed over 60 min. Sinograms were reconstructed
using 3D maximum likelihood expectation maximization
(3D-MLEM).

Image analysis

Semi-quantitative analysis was done using PMOD soft-
ware version 3.4 (PMOD Technologies, Ltd., Zurich,
Switzerland). PET studies were co-registered with the
corresponding CT scan studies for anatomical localiza-
tion. Images were displayed as coronal, sagittal and axial
slices.

For quantifying the specific uptake, volumes of inter-
est (VOIs) were drawn manually on tumor as target (T)
and skeletal muscle as non-target tissue (NT) [16]. The
activity uptake was expressed as KBq/cc; results were
expressed as T/NT.

Splenocyte proliferation assay

At day 45 p.ti. mice in complete remission from
CHOPx2 group as well as mice from PBS control were
sacrificed and spleens were removed. Spleens were dis-
rupted and prepared as a single-cell suspension. Spleno-
cytes were stained with 1 pM of 5(6)-carboxyfluorescein
diacetate N-succinimidyl ester (CFSE) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). CESE labeled splenocytes were incu-
bated at 37 °C with 5% CO, in 24 wells plate at 2 x 10°
cells/ml density by triplicates in complete medium for
4 days and were stimulated with 1 pg/ml of Concanava-
lin A (ConA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or non-
stimulated. After the incubation, cells were washed and
stained with PI for 10 min in the dark at room tempera-
ture. Data were acquired by flow cytometry (FACS Canto
II, Becton—Dickinson) and were analyzed with ModFit
software (Verity Software House, Inc). For analysis, viable
cells were gated based on FSC and PI profiles. The parent
generation was set as the median fluorescence intensity
using non-stimulated control sample.

Flow cytometry analysis of tumor-infiltrating cells

At day 45 p.t.i. mice with residual primary lymphoma
from CHOPx2 group (i.e. animals with partial response
to chemotherapy) as well as PBS control, were sacrificed
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and tumors were removed and prepared as a single-cell
suspension. Cells were immunostained at 4 °C in the
dark for 30 min with the following panel of antibodies:
FITC-conjugated anti-CD49b, PECy7-conjugated anti-
CD8, APC-conjugated anti-CD3, APCCy7-conjugated
anti-CD4, PerCPCy5.5-conjugated anti-CD19, FITC-
conjugated anti-CD4, PE-conjugated anti-FoxP3, PECy7-
conjugated anti-CD3, APC-conjugated anti-CD25,
FITC-conjugated anti-Ly6C, PE-conjugated anti-Ly6G,
(all reagents from BD Pharmingen, San Diego, CA). Opti-
mal antibody concentration was previously defined by
titration. For intracellular FoxP3 staining, cells were first
stained with anti-CD4 and anti-CD25 antibodies, then
fixed and permeabilized with a mouse FoxP3 buffer set
(BD Pharmingen) according to the manufacturer’s pro-
tocols. Cells were washed twice with permeabilization
buffer and then incubated with anti-FoxP3 at 4 °C for
30 min in the dark. Flow cytometry data were collected
on a FACS Canto II flow cytometer equipped with two
lasers (Becton—Dickinson, Oxford, UK). For data acqui-
sition and analysis, FACSDiva (Becton-Dickinson) and
Infinicyt (Cytognos, Spain) software were used.

Determination of cytokines and chemokines in tumor
microenvironment

Tumor microenvironment cytokines and chemokines
mRNA levels were determined using quantitative reverse
transcription-PCR. At day 45 p.t.i mice from PBS and
CHOPx2 group, in which primary tumor persisted
(partial remission), were sacrificed and tumors were
removed, immersed in Trizol reagent (Invitrogen, Carls-
bad, CA) and stored at —80 °C until processed. Tumors
were homogenized with an Ultra Turrax T8 homogenizer
(IKA-Werke, Staufen, Germany) and RNA was extracted
according to the manufacturer’s instructions. RNA qual-
ity and quantity were assessed by spectrophotomet-
ric measurements at 260/280 nm in a NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Before cDNA
synthesis, 1 pg total RNA was treated with DNase I (Inv-
itrogen), and first-strand cDNA synthesis was carried out
using random primers (Invitrogen) and Moloney murine
leukaemia virus reverse transcriptase (Invitrogen). Real-
Time PCR (RT-PCR) was performed using a QuantiTect
SYBR green PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) in a
7900HT RT-PCR System (Applied Bio- systems, Foster
City, CA). B2m gene was used as housekeeping gene. The
primers used are listed in Table 1 and were used at a final
concentration of 0.9 uM. The relative mRNA amount in
each sample was calculated using the 2728C method [17],
where ACt = Ctgene of interest— Ctsam, and expressed as
relative mRNA levels in the test group compared with the
control group (fold change).
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Statistical analysis

Results were analyzed in SPSS 17.0 (Statistical Pack-
age for the Social Sciences) for Windows. Differences
in survival times were determined using Kaplan—Meier
and log-rank test. For tumor growth and in vitro assays
the statistical significance of differences between study
groups were analyzed using Student’s t-test and analysis
of variance (ANOVA). A value of p < 0.05 was considered
statistically significant.

Receiver operating characteristic curve (ROC) was
used to evaluate the T/NT ratio in the diagnosis of com-
plete remission by assessing the area under the ROC
curve (AUC), sensitivity, and specificity. The cut-off point
was determined by maximizing the sum of sensitivity and
specificity; histology was used as a gold standard variable.

Results
Chemotherapy efficacy and in vivo toxicity
First, we assessed the bioactivity of the cytostatic drugs
on the A20 tumor cell line. The in vitro ICg, values
obtained for doxorubicin and vincristine were 25 and
1 nM respectively, which are similar to the reported IC,
values of these two drugs on other tumor-sensitive cell
lines, confirming the possibility of using them on the
lymphoma model. Our results also confirmed that cyclo-
phosphamide and dexamethasone cannot be evaluated
in vitro since they both requires hepatic activation [18].
We then treated A20-bearing animals with increas-
ing doses of CHOP starting with doses used in a previ-
ously reported xenograft lymphoma model [19]. Those
particular doses did not show any anti-tumor effect on
A20-bearing immunocompetent animals, so we doubled
them and found that they were too toxic and all ani-
mals succumbed to the treatment (results not shown).
Thus, we decided to assess intermediate values and to
apply two cycles separated ten days apart. This interval
between cycles was decided based on results from white
blood cells peripheral count that demonstrated complete
bone marrow regeneration at day 10 post-chemotherapy.
Overall, these studies provided us with an optimal CHOP
doses regime for treatment as described in Methods. At
these particular doses, animals had an acceptable toler-
ance to chemotherapy. Particularly, no animals died with
one cycle of CHOP, while 18% of animals receiving two
cycles of CHOP died by chemotherapy cytotoxicity. Low
levels of toxicity were also evidenced by variations in
body weight over time (Fig. 1a). The highest decrease in
weight was observed ten days after second CHOP cycle,
and after that, animals started to recover towards average
normal body weight. Cachexia was not observed at any
time after CHOP administration. Transient neutrope-
nia and monocytopenia were observed post CHOP, but
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Table 1 Sequences of primers used for quantitative RT-PCR
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Gene Forward primer (5'-3’) Reverse primer (5-3’) Product length (bp)
B2m CCTGCAGAGTTAAGCATGCCAG TGCTTGATCACATGTCTCGATCC 72
Ccl2 CCCTCAACGGAAGAACCAAA CACATCAGGTACGATCCAGGC 72
Ccl3 AACATCATGAAGGTCTCCAC CCAAGACTCTCAGGCATTCA 294
Ccl4 GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT GTCTGCCTCTTTTGGTCAGG 196
Ccls GGTACCATGAAGATCTCTGCA AAACCCTCTATCCTAGCTCAT 294
Ccl20 TTTTGGGATGGAATTGGACAC TGCAGGTGAAGCCTTCAACC 69
Cxcr4 TTCTCATCCTGGCCTTCATC CTTTTCAGCCAGCAGTTTCC 92
Cxer7 GCCGTACCATTTTGTGGTTC TGCAACGCTGTAAAGAGCAC 96
Cxcll CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT 84
Cxcl9 TGGAGCAGTGTGGAGTTCGA CCTCGGCTGGTGCTGATG 73
Cxcl10 GCCGTCATTTTCTGCCTCAT GCTTCCCTATGGCCCTCATT 127
Cxclll CAAAATGGCAGAGATCGAGAAA TGAGCCTTCATAGTAACAATCACTTCA 87
Cxcl12 GAAGTGGAGCCATAGTAATGCC TCCAAGTGGAAAAATACACCG 133
Cxcll3 CAACTGTTGTCGGTCTAAACATCAT GGTCCAGATCACAACTTCAGTTTTG 89
Gal-1 (Galectina-1) TGAACCTGGGAAAAGACAGC TCAGCCTGGTCAAAGGTGAT 190
112 CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA CTTTCAATTCTGTGGCCTGCTTGGG 92
114 ACAGGAGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 95
6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 78
e CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA TGCTCCACTGCCTTGCTCTT 101
12 ATCACACGGGACCAAACCA CAGGCAACTCTCGTTCTTGTGTAGT 74
h7a CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC GGGTCTTCATTGCGGTGG 69
Ifng TCAGCAACAGCAAGGCGAAA CCGCTTCCTGAGGCTGGAT 143
Tgfb GCTGAACCAAGGAGACGGAAT GAGTTTGTTATCTTTGCTGTCACAAGA 76
Foxp3 CCCAGGAAAGACAGCAACCTT TTCTCACAACCAGGCCACTTG 89
Tnfa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA CCTCCACTTGGTGGTTTGCT 63

normal values were recovered by day 10-15. Both CHOP
cycles induced transient myelosuppression (Fig. 1b).
Instead, lymphocytes levels in blood also decreased
after CHODP, and values did not return to previous values
within the time frame of the experiments.

All in all, these results showed that we had found a suit-
able chemotherapy treatment with reasonable toxicity
levels.

Tumor development and survival rate

We then evaluated the effect of the selected CHOP
regimen on tumor development and survival. As previ-
ously shown by us [10], A20-bearing animals that do
not receive any treatment show sustained tumor growth
over time and a median survival of around 35 days. On
the contrary, animals receiving either one or two doses
of chemotherapy showed a decrease in tumor growth
from day 25 p.t.i., starting immediately after the first
CHOP cycle (Fig. 2a). Mice receiving a single CHOP dose
had a period when tumor volume decreases and it was
close to zero, but this status lasted only for a few days.
Instead, in the group of animals receiving two doses of
CHOP, around 92% of animals showed clinical complete

remission of the primary tumor for a longer period of
approximately 20 days (Fig. 2a, b). After that tumors
started to grow again and eventually all mice died for
lymphoma disease. Reasons of death among the animals
depended of the particular treatment group and were
either drug toxicity or respiratory distress, most likely
due to metastasis, or the animals where euthanized for
ethical reasons when the tumor reached a pre-defined
volume size of 3000 mm? (Table 2). Survival among ani-
mals receiving any chemotherapy regimen was extended,
but it was significantly higher among animals receiving
two cycles of chemotherapy (Fig. 2c).

Evaluation of remission in treated animals

Histology

A major aim of our work was to develop a lymphoma
MRD model as a more suitable model for immunother-
apy assessment. For this, we treated the animals with two
doses of CHOP and achieved complete clinical remission
during a period of around 20 days. To confirm complete
remission in these animals, five mice per group were
euthanized at day 45 p.t.i. to perform necropsies and his-
tological analysis. Macroscopically, control animals (no
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Fig. 1 In vivo CHOP toxicity. a Percentage of body weight change
(BWCQ) is shown for PBS, CHOPx 1 and CHOP x 2 groups. b Peripheral
white blood cells counts. Absolute values for monocytes, neutrophils
and lymphocytes are shown for untreated (PBS group), treated ani-
mals, 5 and 10 days post- first CHOP cycle (CHOPx 1 d.5 and CHOPx 1
d.10, respectively) and 7 and 15 days post- second CHOP cycle

(CHOPx2 d.7 and CHOPx2 d.15, respectively)

treatment) showed disseminated disease with extensive
lymph nodes and/or hepatic involvement (Fig. 3a). There
were lymphoma infiltrations at inguinal and retroperi-
toneal lymph nodes. Instead, CHOPx2 animals did not
show any disseminated disease (Fig. 3b). We also evalu-
ated by histology the primary tumor site, draining lymph
nodes, retroperitoneal lymph nodes, spleen, liver and
other tissues of abnormal appearance in order to evaluate
lymphoma infiltration. Hematoxylin-eosin stained sec-
tions demonstrated tumor tissue consisting of a diffuse
growth pattern with large and cohesive tumor cells with
pleomorphic nuclei resembling centroblast and some
small/medium size centrocyte-like cells. Numerous small
vessels (capillaries and arterioles) were visible among the
tumor cells (Fig. 4). These cells were histological similar
to human DLBCL. Liver involvement was 76 and 11% for
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control and CHOPx2 groups respectively as evaluated
by histology. Liver lymphoma infiltration was character-
ized by atypical large lymphoid cells with central perive-
nous distribution within the liver parenchyma (Fig. 4d).

PET-CT evaluation

Advanced imaging techniques can improve disease
assessment, not least because they allow response evalu-
ation to treatment and follow-up without the need of
sacrificing animals. We evaluated PET as an alternative
for in vivo monitoring of the disease. For this, we first
demonstrated glucose analogue (**F-FDG) uptake by A20
lymphoma cells in tumor-bearing mice confirming that
BE_FDG was a good radiotracer for PET imaging in A20
model.

PET-CT imaging was performed before (day 25 p.t.i.)
and after (day 45 p.t.i.) CHOP treatment in order to
evaluate ®F-FDG uptake and to confirm the complete
remission (MRD negative status). Post-chemotherapy, T/
NT cut-off value was set to 2.45 and calculated using a
ROC curve with histology as a gold standard. T/NT val-
ues of 2.45 or more were considered residual lymphoma
disease. The AUC reached 0.74 (95% CI 0.6—0.991), with
a sensitivity of 85.7% and specificity of 75%. Consider-
ing this cut-off value, pre-CHOP imaging (day 25 p.t.i.)
indicated primary tumor uptake without metastasis as
expected (Fig. 5a). On the other hand, post-CHOP PET
image analysis (day 45 p.t.i.) revealed complete remis-
sion in many animals (Fig. 5b). Other mice had uptake
at the site of the primary tumor (Fig. 5¢), in disagree-
ment with the histology result, suggesting the existence
of false positive. Animals that had residual primary
tumor after CHOP x2 treatment also presented retrop-
eritoneum and liver '®F-FDG uptake (Fig. 5c) evidencing
the existence of metastasis in accordance with histology
results.

Immunological status after chemotherapy treatment

In order to assess the immunological status of CHOP-
treated animals, five mice per group were sacrificed at
day 45 p.t.i. and spleens were removed for proliferation
assays. As shown in Fig. 6, mice in complete remission
showed similar proliferation rate upon mitogen stimula-
tion than control mice (PBS).

Additionally, mice with residual lymphoma (partial
response) post CHOPx2 treatment were also sacrificed
at day 45 p.t.i., and the primary tumor was removed to
evaluate tumor-infiltrating populations. Animal from
CHOPx2 group showed significantly higher numbers of
CD4" (p = 0.0023) and CD8" (p = 0.0034) tumor-infil-
trating T cells as compared with animals from the control
group (Fig. 7). Numbers of NK cells, regulatory T cells
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Table 2 Percentage of animal death related to drug resist-
ance, metastatic disease and primary tumor

PBS CHOPx1 CHOPx2
Drug toxicity NA 0% 18%
Metastatic disease 0% 25% 47%
Primary tumor (>3000 mm?) 100% 75% 35%

NA not applicable

(Treg) and neutrophils cells in the tumors were similar
in treated and non-treated animals. Analysis of cytokines
and chemokines mRNA levels in the tumor microenvi-
ronment of animals with partial response to chemother-
apy showed significant increases in mRNA levels for Ccl3,
Ccl4, Ccl5, Cxcl9, Cxcli2, 112, 1112 and Ifng whereas Cxcr4
and Tgfb gene expression were significantly repressed as
compared with tumors from untreated mice (Fig. 8).

Discussion

Therapies against NHL have achieved substantial suc-
cess in the last few years [2, 3], but rates of relapse are
still high fostering the research on new therapeutic
approaches. Animal models are essential for research and
development of novels immunotherapies, and the use of
well-characterized inbreed laboratory mice is most likely
one of the best experimental systems for cancer research.
Cancer development has similar physiologic characteris-
tics in mice and humans with the acquisition of mutations
in equivalents oncogenes and suppression genes [20, 21].
Xenograft models are widely used to demonstrate pre-
clinical activity of drugs prior clinical evaluation, but
they are not adequate for testing immunotherapies or
studying tumor microenvironment because these require
immunocompetent mice [9]. Also, in order to more accu-
rately predict human responses NHL immunotherapies
should be tested in a similar context to that usually found
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Fig. 3 Necropsy of chemotherapy-treated and untreated animals at day 45 p.t.i. a Untreated mouse: retroperitoneal (7) and hepatic (2) involvement
are indicated with arrows. b CHOP x 2-treated mouse in complete remission
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Fig. 4 Histological study of MRD. a Primary tumor sections from a control mouse (PBS group): NHL-B histology is observed and corresponds to a
diffuse infiltration by centrocytes and centroblasts with a starry sky pattern, due to high proliferation rate. b Retroperitoneal sections from a mouse
where NHL disease persists post-chemotherapy: similar histology of primary tumor is observed. ¢ Liver sections from a mouse with complete
remission: typical healthy hepatic architecture with the centrilobular veins and hepatic sinusoids is observed. d Tumor-infiltrated liver sections from
a mouse where NHL disease persists post-chemotherapy: infiltrating tumor cells are observed in portal field. e Spleen section from mouse with
complete remission: normal architecture with the white and red pulp is observed
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Fig. 5 Positron emission tomography (PET) study of MRD. a A20 tumor-bearing mouse at day 25 p.t.i. (pre-CHOP treatment). Primary tumor FDG
uptake is observed. Volumes of interest (VOI) are shown with circles: primary tumor (blue) and muscle (skyblue). T/NT: 4.5. b Animal with complete
tumor remission at day 45 p.t.i. (post-CHOP treatment). FDG uptake is below detection level in primary tumor or in any organs. ¢ Animal without
tumor remission at day 45 p.t.i. (post-CHOP treatment). Primary tumor and hepatic metastasis are observed. VOIs are shown with circles: primary
tumor (blue), hepatic metastasis (red) and muscle (sky-blue). T/NT: 4.0, liver/muscle ratio: 3.3. 1 axial section; 2 saggital section, and 3 coronal section
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Fig. 6 Splenocyte proliferation assay. Mice from PBS and CHOP x 2
groups were sacrificed at day 45 p.ti, and spleens were removed
for splenocyte proliferation assay. Splenocytes were labeled with
CFSE and cultured for 4 days with Concanavalin A (ConA) or left
unstimulated. The percentage of proliferation cells for each condi-
tion was determined as described in M&M. Results are shown as the
mean = standard deviation (n = 5)

in humans, which for most of the cases implies chem-
otherapy-treated patients. Chemotherapy can modu-
late distinct features of tumor immunobiology and the
optimal integration of immunotherapies with standard
chemotherapies to minimize antagonistic interactions

and engage potential synergies is a major challenge [22].
Ideally, immunotherapy should be applied in the setting
of MRD, after the tumor mass has been reduced with sys-
temic chemotherapy. This strategy should minimize the
negative impact of tumor bulk on the immune response
and might work potentiating the immunological effects
of chemotherapy. Indeed, the use of immunotherapy
associated with traditional agents, as combination ther-
apy, is now the standard for treatment of many types of
cancer, improving clinical outcomes.

Many clinical trials with vaccines against NHL have
shown anti-tumoral responses after achieving complete
or partial remission with chemotherapy (3, 5, 23, 24]. For
all these reasons, we propose that pre-clinical investiga-
tion in NHL should be attempted in a murine model that
mimics that clinical setting.

The four-drug combination CHOP (cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, and steroids) with Rituximab
has become the “standard” first line treatment for aggres-
sive NHL (most frequently diffuse large B cell lymphoma)
and it is the most used regimen for treat indolent lym-
phoma [1, 14, 25, 26]. In order to define more suitable
pre-clinical conditions, we assessed the use of CHOP to
generate a new model in A20-bearing animals that more
closely resemble the clinical scenario. First, we tested
the in vitro sensitivity of A20 cells to CHOP drugs. We
found that the IC;, for doxorubicin and vincristine in
A20 cells were similar to those reported by Dijoseph
et al. in other lymphoma cell line [18]. Since cyclophos-
phamide and dexamethasone could not be evaluated
because they require hepatic activation, we then tested
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the combination of drugs in vivo in A20-bearing animals,
and found that a two-cycles drug schedule induces lym-
phoma remission for at least 20 days (MRD status) in a
highly reproducible way. This schedule was well tolerated
with transient and mild neutropenia and body weight
loss.

We also found that administration of chemotherapy
did not resulted in immunosuppression in A20-bearing
animals. Cancer chemotherapy was historically consid-
ered as promoting immunosuppression, but recent stud-
ies have demonstrated that certain chemotherapies can
instead augment tumor immunity in addition to their
cytotoxic effect. Chemotherapy can promote anti-tumor
immune responses by increasing the immunogenicity
of malignant cell, or by inhibiting immunosuppressive
circuits that are established by cancer [27-29]. Some
chemotherapy drugs at their standard dose mediate their
tumor effect, at least in part, by inducing immunogenic
cell death, which involves the release of tumor antigens
and danger-associated molecular patterns (DAMPs) in
the tumor microenvironment, resulting in a proinflam-
matory microenvironment, where specific anti-tumor
immunity may be developed [28]. It has also been dem-
onstrated that chemotherapy can modulate the activity of
immune T-cell subsets decreasing the number of Tregs
cells, shifting CD4" T helper phenotype from type 2 to
type 1, inducing the differentiation of Th17 cells, and pro-
moting the evolution of a durable T-cell memory [28].
We found that animals receiving the two CHOP doses
(CHOPx2 group) have higher numbers of CD4% and

CD8* T cells recruited to the tumor as well as a signifi-
cant increase in [/12 and Ifng and a decrease in 7gfb gene
expression reinforcing the idea that CHOP treatment
may indeed stimulate the development of effective anti-
tumor immunity [30].

Increasing evidence indicates that the tumor micro-
environment has critical roles in all aspects of cancer
biology, including growth, angiogenesis, metastasis
and progression. In this regard, it is recognized that
chemokines and their receptors, originally identified
as mediators of inflammatory diseases, serve as critical
communication bridges between tumor cells and stro-
mal cells to create a permissive microenvironment for
tumor growth and metastasis [31-34]. In melanoma, it
has been demonstrated that up regulation of expression
of several chemokine genes such as Ccl2, Ccl3, Ccl4, Ccl5,
Cxcl9, and Cxcl10 in the tumor microenvironment cor-
relates with the recruitment of activated effector T cells
to the tumor increasing antitumor immunity [35]. Con-
versely, it has also been reported low amount of these
chemokines in poorly infiltrated melanomas and colorec-
tal carcinomas [35-37]. Our results showing a significant
increase in Ccl3, Ccl4, Ccl5 and Cxcl9 genes expression
in CHOPx2 group versus PBS group at day 45 p.t.i. are
in accordance with those previously reported results,
and confirm that in our model post-chemotherapy mice
are fully immunocompetent. Furthermore, in CHOP x2
group we found a significant increase in Cxcl12 expres-
sion but not in expression of its receptor cxcr4. The
CXCL12-CXCR4 biological axis has been associated
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with tumor invasion and metastases. In fact, CXCR4 is
the most common chemokine receptor overexpressed in
human cancer [32].

To confirm remission and monitored the disease an
in vivo imaging system (PET) was applied in our model.
When tumor cannot be detected clinically the use of
PET post-chemotherapy allows a diagnosis of complete
remission. PET is a minimal invasive technology easy to
perform on anaesthetized mice, offering serial dynamic
observations of tumor development in the same ani-
mal. In recent years, the use of PET in the diagnosis and
monitoring of NHL patients, as well as other types of
cancer, has increased [30, 38]. The most frequent radi-
otracer used in oncology is the glucose analogue FDG
labelled with the positron-emitting radionuclide '°F.
Several studies have demonstrated '®F-FDG increased
uptake in most lymphomas, with a good correlation
between intensity uptake, malignancy and proliferation
activity [39]. Chaise et al. demonstrated the feasibility of
PET using '®F-FDG in high-tumor burden A20 murine
model [40]. In this study we could evaluate the treat-
ment response detecting intra-abdominal lymphoma
and hepatic involvement. There was a good correla-
tion between PET images and histology. To the best of
our knowledge, our study is the first to assess the value
of FDG-PET for in vivo evaluation of post-chemother-
apy remission in a murine NHL model. In patients, it is
accepted that post-chemotherapy inflammatory reac-
tions increase the rate of false positives results obtained
with PET. To minimized this in NHL patient the PET
scan should be performed after at least 3 weeks post-
chemotherapy [41]. A meta-analysis performed by Zijl-
stra et al. revealed a pooled sensitivity and specificity
of 72% (95% CI 61-82%) and 100% (95% CI 97-100%),
respectively [42]. In our PET studies we reached a good
sensitivity (85.7%) whereas specificity was 75%. The
lower specificity results compared with data reported in
human could be explained by the remaining inflamma-
tion at the time of our analysis.

Overall, we describe a NHL-B MRD syngeneic murine
model as a novel tool to evaluate immunotherapies effec-
tiveness as well as to study tumor microenvironment in
relapse lymphoma. This model is unique in many aspects,
inasmuch: (a) it uses fully immunocompetent mice; (b)
remission is obtained by CHOP chemotherapy using
the same cytostatic drugs that are the first line standard
treatment for NHL in humans; (c) lymphoma complete
remission is reached and maintained for a reasonable
therapeutic window (20 days) where immunotherapies
can be tested; (d) animals remains immunocompetent
despite chemotherapy; (e) it uses an in vivo imaging sys-
tem to follow disease evolution that correlates well with
histology as gold standard.
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Conclusions

We have developed a novel pre-clinical model for NHL
lymphoma that resembles more closely the situation
found in humans, providing a therapeutic window where
immunotherapies can be tested in conditions closer to
those found in patients. We feel that the availability of
such a model provides an important tool for evaluating
new immunotherapies and will help to bridge the gap
between pre-clinical models and clinical trials.
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