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RESUMEN

Modalidades terapéuticas para el tratamiento de adenocarcinomas mamarios

El objetivo de este trabajo fue desarrollar estrategias terapéuticas para el
tratamiento del carcinoma mamario. Primero evaluamos el efecto de la estimulacion
simultanea de receptores tipo toll (TLR) 7/8 y 9 sobre la activacion y eficacia de vacunas
antitumorales de células de dendriticas (CDs). La vacunacion con CDs activadas con un
agonista de TLR9 (CpG) tuvo efecto antitumoral y antimetastatico, generando memoria
inmunologica en ratones con carcinomas mamarios. Sin embargo, la adicion concomitante
de un agonista de TLR7/8 (R848) inhibio la eficacia antitumoral de las vacunas.
Experimentos in vitro sugieren que la estimulacion simultdnea de estos receptores no
permite la activacion completa de NF-kB, redundando en una maduracion deficiente de
las CDs. Por otra parte, las Tregs también han sido involucradas en el escaso efecto
antitumoral de la inmunoterapia. Por ello, evaluamos el efecto de la inactivacion funcional
de las Tregs mediante el bloqueo del factor de transcripcion Foxp3. La administracion de
P60, un péptido que inhibe Foxp3, bloqued la expansion de Tregs inducida por la
vacunacién con CDs. Considerando que observamos expresion de Foxp3 en células de
carcinoma mamario murino y humano, evaluamos el efecto directo de P60 sobre estas
células y observamos que inhibid su proliferacion y viabilidad in vitro e in vivo. Nuestros
resultados sugieren que el bloqueo de Foxp3 podria tener un beneficio dual sobre la
eficacia de las vacunas, tanto por la inhibicién de Tregs como ejerciendo una accion

directa sobre la célula tumoral.

Palabras Claves: Vacunas antitumorales, Células dendriticas, Receptores Toll-Like,

Células T regulatorias



ABSTRACT

Therapeutics modalities for the treatment of breast cancer

The aim of this work was to develop therapeutic strategies for the treatment of
mammary adenocarcinoma. First, we evaluated the effect of simultaneous stimulation of
Toll-like receptors (TLR) 7/8 and 9 on the activation and efficacy of anti-tumor dendritic
cell (DC) vaccines. Vaccination with TLR9 agonist-activated DCs (CpG) exerted an
antitumor and antimetastatic effect and generated immunological memory in mice with
breast cancer. However, the concomitant addition of a TLR7/8 agonist (R848) inhibited the
anti-tumor efficacy of CpG-DC vaccines. In wvitro experiments suggested that
simultaneous stimulation of these receptors prevents the complete activation of NF-kB,
resulting in a deficient maturation of DCs. On the other hand, Tregs have been involved
in the poor antitumour efficacy of immunotherapeutic strategies. Thus, we evaluated the
effect of Treg functional inactivation by blocking the transcription factor Foxp3. The
administration of P60, a peptide that inhibits Foxp3 function, blocked the expansion of
Tregs induced by DC vaccination in tumor-bearing mice. Considering that we also
observed Foxp3 expression in murine and human tumor cells, we evaluated the direct
effect of P60 on these cells. We found that P60 inhibited proliferation and viability of
tumor cells in vitro and in animal models. Our results suggest that Foxp3 blockade could
have a dual benefit on the efficacy of antitumor vaccination strategies, both by inhibition
of Treg expansion and function, and through a direct inhibitory effect on tumor cell

survival.

Key words: Antitumoral vaccines, Dendritic cells, Toll-Like Receptors, T regulatory cells.



ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ALL: Leucemia linfatica aguda

CARS: TCR especificos para antigenos tumorales o receptores antigénicos quimeéricos
cCDs o CDs: Células dendriticas convencionales

CMH: Complejo mayor de histocompatibidad

CPA: Células presentadoras de antigeno

CRS: Sindrome de liberacion de citoquinas

CTLA-4: Antigeno 4 Asociado a linfocitos T citotdxicos

FDA: Food and Drug Administration

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
HBsAg: Antigeno de superficie de la hepatitis B

IDO: Indoleamina 2,3-dioxigenasa

IFN: Interferén

IL: Interleuquina

LN: Nédulos Linfaticos

LPS: Lipopolisacarido bacteriano

LTC: Linfocitos T citotoxicos

mAc: Anticuerpo monoclonal

MAS: Sindrome de activacién de macroéfagos

MDSC: células mieloides supresoras

MLR: Reaccién de leucocitos mezclados alogeneicos

MO: Medula Osea

MyD88: Factor de diferenciacién mieloide 88

NFAT: Factor nuclear de células T activadas

NF-«B: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas

NK: Células natural killer



ABREVIATURAS

NO: Oxido nitrico

ODN: Oligodeoxinucleotidos

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos
PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica
pCDs: Células dendriticas plasmocitoides

PD-1: Proteina de muerte celular programa

PPC: péptido penetrante de células

PPRs: Receptores de reconocimiento de patrones
ROS: Especies reactivas de oxigeno

R848: Resiquimod

TAMs: Macroéfagos asociados a tumor

TCR: Receptor de linfocito T

TILs: Linfocitos infiltrantes a tumor

TLR: Receptores Tipo Toll

TNF: Factor de necrosis tumoral

TRAF6: Falta de necrosis tumoral 6 asociado a receptor 6

Tregs: Células T regulatorias
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INTRODUCCION GENERAL

El cancer de mama ocupa el primer lugar entre las causas de muerte por cancer
en las mujeres adultas. Cada afio mueren en nuestro pais mas de 5300 mujeres debido a
esta enfermedad (www.msal.gob.ar/inc/index.php/acerca-del-cancer/estadisticas) y se
registran 15.000-18.000 nuevos casos, lo que representa un tercio de los tumores
diagnosticados en las mujeres. En los ultimos tiempos, la lucha contra el cancer de mama
ha evolucionado debido, en gran parte, al mejoramiento de las técnicas de deteccion
temprana de la enfermedad. El tratamiento tradicional consiste en la reseccidén quirtrgica
seguida de quimioterapia, radioterapia u hormonoterapia [1]. Aunque la respuesta al
tratamiento es relativamente buena en los estadios iniciales de la enfermedad, no existen
terapias efectivas para pacientes con enfermedad invasiva o metastatica. Ademas, muchas
de las pacientes que reciben un diagndstico temprano igualmente desarrollan metdstasis
(www.lalcec.org.ar). Dependiendo del grado de diseminacion al momento del
diagnostico, el tumor puede no responder al tratamiento o recurrir. La tasa de recurrencia
a 5 anos es alrededor del 15% y la sobrevida de estas pacientes se reduce al 60% al cabo
de este tiempo [2].

Las terapias convencionales pueden traer aparejados efectos colaterales graves.
La administracion de tratamientos de quimioterapia requiere comtnmente la internacion
de las pacientes que con frecuencia presentan nauseas, vomitos, pérdida de cabello,
pérdida de apetito, fatiga, neuropatia periférica, inmunosupresion y anemia. Las mujeres
tratadas contra el cdncer de mama pueden sufrir menopausia prematura y disfuncion
sexual. Ademas, la quimioterapia también puede tener un impacto en el sistema nervioso
central. Los cambios mas comunes informados durante y luego del tratamiento con
quimioterdpicos son la pérdida de memoria, disminucion de la velocidad de
procesamiento de la informacion, reduccion de la atencion, depresion y fatiga. Se estima
que un tercio de los pacientes bajo quimioterapia sistémica muestra una funcién cognitiva
deteriorada que interfiere con su calidad de vida [3]. Considerando los severos efectos
colaterales fisicos y psicologicos que tienen las terapias convencionales y el impacto
economico que estos generan al sistema sanitario, es importante desarrollar terapias

antitumorales mas especificas, que minimicen la toxicidad sistémica.


http://www.msal.gob.ar/inc/index.php/acerca-del-cancer/estadisticas
http://www.lalcec.org.ar/
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En los ultimos anos ha tomado gran impulso el desarrollo de estrategias de
inmunoterapia para los pacientes con cancer [4]. El objetivo de estas terapias es estimular
el sistema inmune para desarrollar inmunidad antitumoral. La especificidad de la
respuesta del sistema inmune y la posibilidad de desarrollar memoria inmunoldgica

hacen que estas terapias sean consideradas las mas prometedoras de las tiltimas décadas.

I. Aspectos generales de la respuesta inmune

La funcién primaria del sistema inmune es proteger el hospedador de los
patdégenos que se encuentran en su entorno. Existen dos ramas principales de la
inmunidad, que se denominan inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata
utiliza un numero limitado de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)
codificados en la linea germinal, que permiten reconocer patrones moleculares asociados
a patdgenos (PAMPs).

Los PRRs pueden clasificarse en distintas clases funcionales que sirven a
diversos propdsitos. La primera clase, que consiste en PRRs secretados, como lectina de
union a manosa (MBL), participa en la activacion de la opsonizacion y del sistema de
complemento. La segunda clase se compone de receptores que inducen la fagocitosis en
células dendriticas (CDs) y macroéfagos, como el receptor scavenger o el receptor de union
a manosa (MR). Dichos PRRs facilitan la absorcién de los microbios en el fagosoma y el
procesamiento de las proteinas extrafias a péptidos antigénicos para la estimulacion de
células T. La tercera clase constituye un grupo de PRRs que inducen la produccion de
péptidos antimicrobianos, quimiocinas y citoquinas proinflamatorias. Estos PRR
aumentan la expresion de moléculas coestimuladoras y gatillan la secrecion de citoquinas
que son esenciales para la generacion de la respuesta inmune adaptativa. Segun su
localizacion celular, la dltima clase de PRRs puede ser dividida en PRRs que vigilan el
entorno extracelular, Receptores de Tipo Toll (TLRs) y algunas lectinas tipo C, y PRRs que
detectan infecciones intracelulares, como los receptores tipo RIG-I, el dominio de
oligomerizacidon por unién de nucledtidos (NOD) y sensores de ADN [5]. Los TLRs son
glicoproteinas de transmembrana, cuya region extracelular presenta motivos repetidos
ricos en leucina (LRR) [6]. A pesar del grado de conservacion entre los dominios LRR, los

distintos TLRs reconocen diversos ligandos no relacionados estructuralmente (Figura 1).
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En particular, los TLR 7 y 8 reconocen ARN de cadena simple. Las imidazoquinolinas
(Imiquimod y Resiquimod o R848) son ligandos sintéticos que activan el TLR 7 y 8 en CDs
humanas y TLR 7 en CDs murinas [7, 8]. Aunque la expresion y funcion de TLR8 en raton
ha generado amplia controversia, en los ultimos anos existe consenso que TLR8 esta
presente y es funcional en células de raton [9-12]. Sin embargo, R848 solo es capaz de
activar TLR7 murino, sin afectar la funcion de TLRS8 en células de estos animales [8]. Los
oligodeoxinucletidos (ODN) conteniendo motivos CpG son dinucleétidos flanqueados
por dos purinas y dos pirimidinas. Estos motivos son 20 veces mas comunes en ADN
bacteriano que en ADN de mamiferos debido a la frecuencia de utilizacion y al patrén de
metilacion de procariotas versus eucariotas [13]. Los motivos CpG son potentes
activadores de las CDs [14]. Luego de la unién a su ligando, los TRLs se dimerizan y
sufren cambios conformacionales requeridos para el reclutamiento de moléculas de
sefializacion. La molécula adaptadora MyD88 media la activacion de las IRAKSs (quinasas
asociadas al receptor IL-1) y TRAF6 (Factor de Necrosis Tumoral 6 asociado a Receptor 6),
conduciendo a la activacion del complejo IKK, y la liberacién del NF-xB de su inhibidor,
de modo que éste pueda translocarse al ntcleo (Figura 1) [6]. La activacion de esta via es
crucial para la expresion de marcadores de coactivacion como CD86, complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) tipo II y CD40 y la secrecion de citoquinas proinflamatorias
durante el proceso de maduracion [15]. La presentacion de antigenos por parte de la CD,
en conjunto con la interaccién de sus correceptores con los receptores de los linfocitos T,
en presencia de un entorno proinflamatorio, llevaran finalmente al desencadenamiento de
una respuesta inmune especifica mediada por linfocitos T efectores.

La inmunidad adaptativa es un complejo sistema por el cual el organismo
puede reconocer los antigenos unicos de un patdgeno. Este sistema depende de la
generacion de un repertorio diverso de receptores de antigeno en los linfocitos Ty B y la
subsiguiente activacidon y expansion clonal de las células con los receptores especificos de
antigeno apropiados. El desarrollo efectivo de la respuesta inmune depende de la
interaccion y regulacion entre la inmunidad innata y adaptativa [16]. La induccion de la
inmunidad adaptativa no solo depende del reconocimiento directo del antigeno, sino que
también se basa en sefiales esenciales que son enviadas por el sistema inmune innato.

Estas sefales constituyen un paso critico que controla la activacion, el tipo y la duracion
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de la respuesta inmune adaptativa. El sistema adaptativo recibe instrucciones del sistema
innato principalmente durante la interaccion entre células T y células presentadoras de
antigeno (CPA) [5].

Dado que el sistema inmunoldgico utiliza multiples y potentes mecanismos
efectores para destruir a la amplia gama de células y particulas microbianas que
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Figura 1. Vias de sefializacién de TLRs. TLR5, TLR11, TLR4, y los heterodimeros de TLR2-TLR1
o TLR2-TLR6 se unen a sus respectivos ligandos en la superficie celular. En cambio, TLR3, TLR7-
TLRS8, TLR9 y TLR13 se localizan en los endosomas, donde censan acidos nucleicos propios o de
microbios. TLR4 se localiza tanto en la membrana como en los endosomas. La sefializacion via
TLR induce la dimerizacion de los receptores. A continuacion el dominio TIR del TLR contacta a
la proteina adaptadora MYDS88 (factor de diferenciacion mieloide 88) y la proteina adaptadora
tipo MYD88 (MAL), o el dominio TIR conteniendo la proteina inductora de IFN{ (TRIF) y la
molécula adaptadora relacionada TRIF (TRAM). La asociacién de las moléculas adaptadoras
estimula sefales rio abajo que involucran interacciones entre IL-1R-quinasas asociadas (IRAKSs) y
las moléculas adaptadoras asociadas al receptor TNF (TRAFs), lo cual conduce a la activacion de
proteinas quinasas mitogénicas activadas (MAPKSs), la quinasa JUN N-terminal y la p38, y a la
activacion de factores de transcripcion (FT). Dos familias importantes de FT son activadas: el
factor nuclear kB (NF-kB) y el factor regulador de interferon (IRF) asi como otros factores de
transcrpcion como CREB y AP-1. La principal consecuencia de esta cascada es la induccién de la
expresion de proteinas proinflamatorias, y en el caso de TLRs endosomales, la induccion de
interferones tipo I. Figura modificada de O’Neill y col, 2013.
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encuentra, es fundamental que la respuesta inmune no desencadene mecanismos
destructivos contra sus propios tejidos, un proceso denominado autotolerancia. Los
mecanismos de autotolerancia intervienen en muchos pasos de las respuestas inmunes
innata y adaptativa y han sido involucrados en la patogenia tanto de las enfermedades

autoinmunes [17] como de las enfermedades neoplasicas [18].

II. Rol de las células dendriticas en el inicio de la respuesta inmune

Las células dendriticas (CDs) son CPA derivadas de precursores de la médula
osea (MO) que pueden ser encontradas en sangre, tejido linfoide, intersticial y epitelial.
Estas células juegan un rol critico en la induccion y la regulacion de la respuesta inmune.
Las CDs se diferencian en dos tipos segun su funcion y marcadores de superficie. Las
plasmocitoides (pCDs) y las CDs convencionales o clasicas. Las pDCs representan un
pequeno subconjunto de CDs que comparten un origen similar pero un ciclo de vida
diferente al de las CDs convencionales. Las pDCs se acumulan principalmente en la
sangre y los tejidos linfoides y entran en los ganglios linfaticos (LNs) a través de la
circulaciéon sanguinea. Las pCDs expresan bajos niveles del CMH-II y moléculas
coestimuladoras y niveles bajos de la integrina CD11c en el estado basal. A partir del
reconocimiento de antigenos extrafios, producen grandes cantidades de interferén (IFN)
de tipo I y adquieren la capacidad de presentar antigenos.

Las CDs convencionales hacen referencia a todas aquellas CDs que no son pCDs. Las
CDs forman un subconjunto pequeno de células hematopoyéticas en tejidos linfoides y no
linfoides [19]. Las CDs inmaduras capturan antigenos en los tejidos periféricos, los
procesan y comienzan su maduracion. Durante este proceso, las células incrementan la
expresion del receptor de quimiocinas CCR7 y migran a los organos linfaticos
secundarios, donde disminuyen significativamente su actividad fagocitica e incrementan
la expresion de CMH II y de moléculas coestimuladoras, como CD40, CD80 y CD86 [20].
La funcion principal de las CDs maduras es presentar antigenos a los linfocitos T
virgenes, los cuales se expanden clonalmente a células T efectoras para la respuesta
inmune adaptativa primaria y a células T de memoria [21]. Las CDs brindan 4 sefiales a
las células T [22, 23], la primera sefial es provista luego de la interaccion del receptor de la

célula T CD8+ o CD4+ (TCR) con el péptido presentado en las moléculas del CMH de tipo
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I o II de las CDs, respectivamente. La segunda sefial estd dada cuando las moléculas
coestimuladoras, como CD28, presentes en la superficie de las células T interactian con
sus ligandos, como CD80 y CD86, en la superficie de las CDs, lo cual conduce a la
expansion clonal de las células T. La tercera sefal consiste en la definicion del perfil de la
respuesta inmune (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 o Th foliculares) mediante la secrecion de
citoquinas por parte de las CDs maduras. Las respuestas inmunes de tipo Thl, que
promueven la generacion de linfocitos T citotoxicos (LTCs) juegan un rol fundamental en
la inmunidad adaptativa antitumoral. La tltima sefial es indicar el correcto trafico de las
células T efectoras desde los drganos linfaticos secundarios hacia los sitios de lesion
donde ejercen su accion [21, 23]. Las CDs no solo son criticas para la induccion de las
respuestas adaptativas primarias, sino que también son importantes en la tolerancia
inmunologica a antigenos propios. Las CDs que proveen sdlo la senal 1, en ausencia de
CD80/CD86 (sefal 2) inducen anergia en la célula T. Las CDs capaces de inducir tolerancia
a auto-antigenos estdn caracterizadas por baja o ausente expresion de CD40 de superficie
y de NF-«B (RelB/p50) nuclear [24]. En este caso, las CDs tienen tanto la sefial 1 como la 2,
pero carecen de CD40, lo cual lleva a la induccion de células T regulatorias que
contribuyen al mantenimiento de la tolerancia periférica. Aunque la maduracion de las
CDs puede ser inducida por diferentes estimulos, una de las vias mas importantes es el

reconocimiento de PAMPs por los TLRs.

III.A. Respuesta inmune en cdncer

Para entender de qué manera se desarrolla un proceso tumoral Schreiber y
colaboradores propusieron la teoria de inmunoedicién de los tumores [25]. Esta teoria se
basa en que los tumores son heterogéneos, es decir que existen distintas subpoblaciones
de células tumorales que presentan antigenos diferentes. La teoria de inmunoedicion
define 3 procesos denominados eliminacion, edicion y escape. En la eliminaciéon el
sistema inmune detecta y erradica la mayor parte de las células tumorales. Cuando el
proceso es exitoso, todo el tumor es eliminado. En caso contrario, las células tumorales
remanentes crecen e invaden los tejidos circundantes, lo que lleva a la liberacion de
citoquinas que reclutan componentes del sistema inmune innato, el cual finalmente va a

estimular la induccion de una respuesta inmune adaptativa. En este punto se inicia el
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segundo proceso denominado edicién, que consta de un equilibrio dindmico en el cual,
por un lado, las células tumorales se encuentran en constante division y, debido a su
inestabilidad gendmica, generan nuevas subpoblaciones con mutaciones nuevas, y por
otro lado, el sistema inmune reconoce y elimina constantemente dichas subpoblaciones
tumorales, ejerciendo de esta manera una presién de seleccién sobre el tumor. Como
consecuencia son seleccionadas subpoblaciones de células tumorales en virtud de su poca
inmunogenicidad o de caracteristicas que le permitan sobrevivir al ataque mediado por el
sistema inmune. La ultima etapa, consiste en el escape tumoral, en donde aquellas
subpoblaciones que el sistema inmune no pudo reconocer o eliminar logran crecer de

manera no controlada y dan lugar a la enfermedad clinica (Figura 2) [26]. Las evidencias
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Figura 2. El microambiente tumoral inmunosupresor y la pérdida de antigenos median el
escape tumoral. Durante la fase de eliminacidn, las células inmunes efectoras como CTL y NK
con la ayuda de CDs y células T CD4+, son capaces de reconocer y eliminar a las células
tumorales. Como resultado de la heterogeneidad tumoral, las células tumorales que son menos
inmunogénicas o que aumentan los factores inmunosupresores, son capaces de evadir la
respuesta inmune y escapar de la vigilancia inmunolégica. Las células tumorales pueden secretar
citoquinas que reclutan células supresoras como las Tregs y MDSC, y macrofagos M2. Las CDs
inmaduras pueden generar anergia debido a la falta de moléculas coestimulatorias. Los
macrofagos M2 y las MDSC inhiben la respuesta de las células T efectoras mediante una variedad
de mecanismos que incluyen la generacién de ROS y NO, como también la interferencia con el
trafico de células inmunes hacia el sitio tumoral. Las citoquinas inmunosupresoras y los
metabolitos producidos por la enzima IDO contribuyen a un microambiente que dificulta la
actividad de las células efectoras. Ademas, las células tumorales pueden disminuir la expresién
de moléculas CMH y aumentar la expresion de moléculas inmunosupresoras como PD-L1.
Figura modificada de Monjazeb y col, 2013.
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que apoyan la teoria de inmunovigilancia, entre otras, son que el 5% de pacientes con
inmunodeficiencias congénitas desarrollan cancer (frecuencia 200 veces superior a la
poblacion normal), los pacientes trasplantados inmunosuprimidos cronicamente
desarrollan cancer con una frecuencia 80 veces superior a la poblacion normal y los
pacientes con HIV, quienes presentan alta incidencia de tumores.

Los mecanismos de inmunosupresion tumoral pueden ser categorizados en
intrinsecos o extrinsecos al tumor. Los mecanismos intrinsecos al tumor incluyen: (i) la
secrecion de factores solubles inmunosupresores como las citoquinas IL-10 y TGF-3,
factores de crecimiento como VEGF o enzimas como la indoleamina 2,3-dioxigenasa
(IDO), y (ii) la expresion de moléculas en la superficie celular que inhiben a las células
efectoras especificas de antigenos tumorales, como ligandos de checkpoints inmunoldgicos
(PD-L1, B7-H3), Fas ligando (Fas-L), moléculas de CMH no cldsicos (HLA-E y G) o
pérdida de expresion de moléculas de clase I del CMH. Los mecanismos extrinsecos
involucran la accion de poblaciones heterogéneas de células inmunes supresoras, como
las células mieloides supresoras (MDSC), los macrofagos asociados a tumor (TAMs), las
CPAs inmaduras y células T regulatorias (Tregs inducibles o naturales y células Tr1) [27].
Existe evidencia de que los tumores sdlidos contienen células T especificas contra
antigenos tumorales- Sin embargo, éstas células se vuelven tolerantes o estan inhibidas
por la presencia de factores inmunosupresores en el microambiente tumoral (Figura 2)
[28].

II1.B. Papel de las células T regulatorias en la respuesta inmune antitumoral

Como indicamos mas arriba, el sistema inmune posee sofisticados mecanismos
para mantener la homeostasis inmune y prevenir la autoinmunidad, que también estan
involucrados en el escape inmunoldgico tumoral. Las células T regulatorias (Tregs) son las
principales mediadoras de la tolerancia periférica. Estas células son forkhead box P3
(Foxp3)+ CD4+ CD25+, se desarrollan en el timo y pueden presentar un repertorio diverso
de receptores T (TCR) que es especifico para antigenos propios. Ademads, las Tregs
pueden ser “inducibles” a partir de una célula T virgen (o naive) durante un proceso
inflamatorio en los tejidos periféricos o generadas experimentalmente por propositos
terapéuticos [29]. Las Tregs parecen tener un papel central en la patogenia tumoral y han

sido involucradas en la resistencia tumoral a las estrategias inmunoterapéuticas. Estas
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células tienen la habilidad de inducir la apoptosis e inhibir la proliferacion y la
maduracion de los linfocitos T efectores antitumorales. En la Figura 3 se describen los

mecanismos basicos a través de los cuales las Tregs ejercen su accion inmunosupresora.
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Figura 3. Mecanismos basicos utilizados por las Tregs. a- Secrecion de citoquinas inhibitorias
incluyendo IL-10, IL-35 y TGFp. b- Citdlisis por mecanismos que involucran a la granzima Ay By
a la perforina. c- Disrupcién metabodlica, que incluye apoptosis por deprivacion de citoquinas
mediante el receptor de alta afinidad CD25 (o receptor a de IL-2), inhibicién mediada por AMP
ciclico, e inmunosupresion mediada por el receptor de adenosina 2A. d- Modulacién de la
actividad de las CDs mediante mecanismos que involucran a LAG3 (o CD223) y CTLA-4, que
estimula la induccién de la enzima IDO. Figura modificada de Vignali y col, 2008.

Las Tregs son una poblacion heterogénea en lo que respecta a su origen, su
actividad funcional y su estado de activacion. Estan categorizadas en dos grupos: Tregs
derivadas del timo y Tregs periféricas derivadas de células T CD4+CD25+, también
denominadas Tregs naturales e inducibles, respectivamente. Ambas subpoblaciones son
fundamentales para el mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune [30]. Si bien
tanto las Tregs naturales como las inducibles han sido involucradas en la patogenia del
cancer, Tregs naturales parecen ser clave en el escape inmune tumoral [31]. El factor de
transcripcion Foxp3 es un marcador especifico de Tregs entre las poblaciones del sistema
inmune. Las Tregs naturales expresan Foxp3 en forma estable, mientras que en las Tregs
inducibles la expresion de Foxp3 es inducida por factores inmunosupresores como TGF-f3

[32]. Las mutaciones en el gen de Foxp3, que llevan a la pérdida de su funcion, conducen
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a la falta de Tregs, dando como consecuencia lesiones inflamatorias sistémicas fatales
tanto en ratones como en el humano. Los niveles de expresion de Foxp3 parecen ser
criticos para la funcidon supresora que ejercen las Tregs. Ha sido observado que Tregs
provenientes de ratones portadores de una alteracion en la region 3’ no codificante (UTR)
del gen de Foxp3, poseian 10 veces menos contenido proteico de Foxp3, y eran incapaces
suprimir a linfocitos T efectores [32].

Foxp3 forma parte de un gran complejo proteico que regula la expresion de
genes claves para el fenotipo de célula Treg. Estudios recientes muestran que la funcion
regulatoria de Foxp3 requiere de otros factores de transcripcion como NFAT (factor
nuclear de células T activadas), y AML1 (leucemia mieloide aguda 1), y también de
histonas deacetilasas y acetiltransferasas [33]. Foxp3 es capaz de inducir un programa
transciptional que involucra el aumento de la expresion genes como CD25, CTLA-4,
TNFRSF18 y LAG3 y suprimir genes proinflamatorios como IL-12 [34].

La region gendmica del locus de Foxp3 tiene varias secuencias no codificantes
conservadas (CNS1, CNS2 y CNS3) que juegan diferentes roles en la regulacion de la
transcripcion de Foxp3. CNS1 contiene sitios de union para NFAT y AP-1, y es esencial
para la induccion de la expresion de Foxp3 en linfocitos periféricos. La union del complejo
RUNX1-CBEF-b a la region CMS2 es crucial para la estabilidad de Foxp3 en las Tregs. La
estimulacion del TCR activa al factor REL, miembro de la familia de NF-xB, de modo de
permitir su union a CNS3 lo que, a su vez, permite un cambio en la estructura de la doble
hélice, aumentando la transcripcion de Foxp3. La regulacion de la expresion de Foxp3 atin
no es comprendida por completo. Algunos trabajos muestran que las proteinas NFAT y
AP-1 pueden unirse a la region promotora de Foxp3 y regular positivamente su
transcripcion. Otros posibles reguladores de la expresion de Foxp3 son el receptor de IL-2
(IL-12R). En casos de deficiencias genéticas en este receptor, han sido observadas
anomalias en la funcién de Foxp3. La via PI3K/Akt/mTOR parece estar involucrada en la
diferenciacién y funcion de las Tregs. Ha sido observado que la rapamicina, inhibidor de
esta via, promueve la diferenciacion a Tregs, y la activacion constitutiva de AKT
disminuye de manera sustancial la transcripcién de Foxp3 inducida por TGF-{ [35].

La transcripcién de Foxp3 también puede ser regulada a nivel epigenético y la

estabilidad de la proteina puede ser controlada por modificaciones post- traduccionales.
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La estimulacion con TGF-3 incrementa la acetilacion de la proteina Foxp3 y aumenta su
asociacion a la cromatina. Sin embargo, Foxp3 también puede sufrir ubiquitinacion, lo
cual llevan a su degradacion. Tanto la ubiquitinacion como la acetilacion estan
restringidos a los residuos de lisina, de modo que ambos procesos compiten en el
mantenimiento de la estabilidad de Foxp3. La fosforilacion es una de las modificaciones
post-traduccionales mas estudiadas. Ha sido demostrado que la fosforilacion en el residuo
Ser418 de Foxp3 regula positivamente su actividad durante su unién al ADN. TNF-a
induce la expresion de la proteina fosfatasa 1 (PP1) que especificamente desfosforila a
Foxp3 en las Tregs en pacientes con artritis reumatoidea, conduciendo a una disminucion
en el numero de Tregs y a la pérdida su funciéon inmunosupresora [36].

Ha sido descripto que los pacientes oncoldgicos presentan altos niveles
circulantes de Tregs. Tipicamente, las Tregs constituyen el 5-10% de los leucocitos de
sangre periférica, tanto en roedores como en humanos sanos [27]. Sin embargo, en sangre
periférica de pacientes con cancer, las Tregs pueden constituir hasta un 20-30% de las
células CD4 + totales circulantes. Las Tregs infiltran el parénquima tumoral en diversos
tipos de cancer como mama, pulmon, higado, pancreas, gastrointestinales y melanoma
maligno. En cdncer de mama tanto la infiltracion intratumoral de Tregs como los niveles
circulantes de estas células aumentan con el estadio de la enfermedad [27]. Este aparente
enriquecimiento es de particular importancia porque las Tregs parecen suprimir de forma
dosis-dependiente a los linfocitos T efectores antitumorales [27]. La presencia de altas
proporciones de Tregs entre los linfocitos que infiltran el tumor (TILs), y en particular la
baja relacion de células T CD8+ con Tregs Foxp3+/CD25+/CD4+, ha sido asociada con mal
pronodstico en cancer de mama y otros tumores [37]. Estos hallazgos indican que los
linfocitos CD8* reactivos frente al tumor estan suprimidos por las Tregs Foxp3+*. Ha sido
propuesto que un mecanismo probable mediante el cual las Tregs infiltran el tejido
tumoral es la produccion del ligando de la quimioquina (motivo C — C) 22 (CCL22) por
parte de las células tumorales o los macroéfagos infiltrantes al tumor. CCL22 atrae y
recluta al microambiente tumoral a Tregs que expresan el receptor de quimioquinas CCR4
[37]. Otras combinaciones de receptores de quimioquinas como CCR10-CCL28 y el
receptor de ligando de quimioquina CXC CXCR3-3 del receptor (CXCR) (como CXCL9, 10

y 11), también contribuyen a la infiltracion intratumoral de Tregs [37].
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Debido a su papel central en el escape inmunologico tumoral, las Tregs han
sido blanco de numerosas estrategias terapéuticas. Entre las estrategias terapéuticas que
inhiben las Tregs, la mas popular ha sido su deplecion mediante la administracion de
anticuerpos anti-CD25, el receptor de interleuquina-2 (IL-2) [38], o de proteinas de fusion
que combinan IL-2 con la toxina diftérica [39, 40]. En pacientes con cancer de mama
metastatico la administracion de un anticuerpo humanizado anti-CD25 depletd
eficientemente las Tregs circulantes y mejord la inmunidad antitumoral inducida por una
vacuna antitumoral peptidica [38]. La administracion de IL-2 recombinante fusionada al
dominio catalitico de la toxina diftérica también reduce eficientemente los niveles y la
funcion de las Tregs [41]. Sin embargo, no es claro aun si esta proteina depleta las Tregs o
inhibe transitoriamente su funcién, y ademas su corta vida media dificulta su aplicacion
clinica [42]. Por otro lado, ambas estrategias carecen de especificidad, pudiendo eliminar
tanto Tregs como células T efectoras [43] que expresan CD25 transitoriamente durante su
activacion [44-46]. La deplecion sistémica de Tregs conlleva el riesgo de generar lesiones
autoinmunes [47, 48]. Dado que los niveles de Tregs se recuperan rapidamente luego de la
deplecidn, es importante lograr una inhibicion sostenida de su funcion [49]. Dado que no
han sido identificados marcadores de superficie que sean tnicos de Tregs, un enfoque
mas especifico para vencer la inmunosupresion mediada por Tregs involucra el bloqueo
del factor de transcripcion Foxp3, necesario para mantener el fenotipo inmunosupresor en
estas células [50, 51]. Foxp3 puede ser bloqueado eficientemente utilizando el péptido
penetrante de células (PPC) P60. Los PPCs son péptidos de menos de 30 aminoacidos,
anfipdticos y con carga neta positiva, que penetran las membranas celulares [52]. Una de
las ventajas de estos péptidos es que tienen la capacidad de penetrar las células
rapidamente y en general no son toxicos. P60 es un péptido de 15 aminoacidos que fue
desarrollado utilizando una libreria de fagos y tiene la capacidad de unirse a Foxp3 e
inhibir su translocacién nuclear y su habilidad para unirse a los factores de transcripcion
NF-kB y NFAT. P60 reduce la actividad inmunosupresora de las Tregs tanto in vitro como
in vivo [53]. Este péptido inhibe la acciéon inmunosupresora de Tregs humanas y murinas,
aumentando la funcion efectora de los linfocitos T. La administracion sistémica de este

péptido a ratones aumento la eficacia de vacunas profildcticas, inhibiendo el desarrollo de
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tumores hepaticos o previniendo el desarrollo de hepatitis C, sin generar signos aparentes
de toxicidad [53].

IV. Inmunoterapias antitumorales

El objetivo de las estrategias inmunoterapéuticas es estimular al sistema inmune
para que detecte y elimine a las células tumorales. Las modalidades inmunoterapéuticas
pueden clasificarse en 4 tipos: activas y pasivas, especificas o no especificas (Tabla 1). El
objetivo de la inmunoterapia activa es inducir una respuesta inmune antitumoral
endogena y de larga duracion, dada por el desarrollo de memoria inmunologica. La
terapia en este caso puede tener una aplicacion preventiva o terapéutica. Por otra parte, la
inmunoterapia pasiva da lugar a una respuesta antitumoral mediante la administracion
de altas cantidades de moléculas efectoras. En contraste con la inmunoterapia activa, la
inmunoterapia pasiva es de corto plazo y depende de la repetida administracion del
agente terapéutico [54]. Asimismo, ambas terapias pueden ser especificas, dirigidas hacia

un antigeno particular, o no especificas.

Tipos de inmunoterapias

Inmunoterapia Pasiva Activa

Terapia con citoquinas,

Terapia de transferencia productos bacterianos,
adoptiva polimeros sintéticos,

hormonas tiroideas

No especifica

Terapia de transferencia .

. o Vacunas antitumorales:

e adoptiva especifica: CARs .

Especifica ., . asociadas a tumor o a
Inyeccion de anticuerpos

antigenos virales
monoclonales

Tabla 1. Clasificacion de las inmunoterapias antitumorales.

IV.A. Inmunoterapia Pasiva No Especifica

En general, la inmunoterapia pasiva no especifica hace referencia a la terapia de
transferencia adoptiva de linfocitos T, basada en la activacion de células efectoras ex vivo y
su subsecuente inyeccidén al paciente. Las células utilizadas en esta terapia incluyen:
linfocitos T CD8+ activados por linfoquinas (o células NK activadas por linfoquina, LAK),

los cuales se obtienen de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) cultivadas
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in vitro en presencia de IL-2. Las células LAK mostraron un gran potencial para destruir
células tumorales autdlogas y alogenicas in vitro. Sin embargo, en ensayos clinicos de fase
IT y III esta terapia mostr6 baja eficacia en pacientes con diferentes tipos de cancer, como
colorectal, mama, pulmodn, ovario, pancreas y rindn [55]. También se utilizan linfocitos T
CDS8* obtenidos a partir de PBMCs y cultivados in vitro con IL-2, IL-1, IFN-y y anticuerpos
monoclonales anti-CD3, entre otros (células asesinas inducidas por citoquinas, CIK). Los
ensayos clinicos de fase II y III muestran que la terapia con células CIK aumentd la

sobrevida y el tiempo medio de progresion en pacientes con carcinoma de rifon [55].

IV.B. Inmunoterapia Pasiva Especifica

La falta de especificidad de las primeras terapias de transferencia adoptiva ha
llevado al desarrollo de otro tipo de terapia celular llamada Terapia de Células CIK
activadas por células dendriticas (CD-CIK). En este caso las células CIK son cultivadas en
presencia de CDs autdlogas las cuales presentan antigenos tumorales especificos. El
tratamiento con CD-CIK en ensayos clinicos mostré un aumento en la sobrevida de los
pacientes con cancer de pulmén. La combinacién de la terapia CD-CIK con otros
tratamientos, como quimioterapia también aumento la sobrevida de los pacientes con
cancer metastdsico de pulmén. En cancer de mama, la combinacién de esta terapia con
altas dosis de quimioterapia ha aumentado la sobrevida de las pacientes.

Otro tipo celular utilizado son los linfocitos infiltrantes a tumor (TILs). Ensayos
clinicos demostraron que la terapia adoptiva utilizando TILs antitumorales en pacientes
con melanoma metastatico refractario a las terapias estandares, indujo regresion tumoral
en un 50-70% de los pacientes [55]. El principal inconveniente de esta terapia reside en el
hecho de que no todos los tumores/pacientes poseen TILs antitumorales suficientes para
el desarrollo de la terapia.

Por ultimo, dentro de las terapias de transferencia adoptiva, existe una
estrategia que utiliza células T modificadas genéticamente. Los linfocitos T derivados de
PBMCs o los TILs son modificados utilizando vectores virales que codifican para TCR
especificos para antigenos tumorales o receptores antigénicos quiméricos (CARs). La
estructura del CAR consta de una porcion extracelular, una de transmembrana y otra

intracitoplasmatica. La porcion extracelular consta de un anticuerpo que reconoce al
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antigeno tumoral o un ligando de proteinas expresadas en la superficie del tumor. El
dominio intracitoplasmatico proviene de una de las cadenas del CD3, la molécula
responsable de transducir sefiales de activacion a través del TCR. En la actualidad, estan
siendo evaluados principalmente receptores quiméricos de segunda generacion, para los
cuales células T autdlogas han sido modificadas para reconocer antigenos especificos y
reprogramadas metabdlicamente a través de receptores sintéticos. La ventaja de esta
terapia es que ya no depende de la presencia de células especificas de antigeno del
paciente. Ademas, a diferencia de los receptores TCR, los CARs son capaces de interactuar
directamente con el antigeno en superficie, sin necesidad del HLA (o CMH)), y por lo tanto
es independiente del haplotipo de HLA y los niveles de expresion intratumorales que el
paciente posea. También han sido integradas sefiales coestimulatorias dentro del mismo
CAR de modo de lograr una eficiente expansion de células T cuando reconocen a las
células blanco [56]. Los ensayos clinicos de fase I muestran que la terapia con CARs de
segunda generacion es eficiente en pacientes con linfoma de células B refractarios a la
quimioterapia. La mayor respuesta a esta terapia fue obtenida en pacientes con leucemia
linfatica crénica (CLL) y leucemia linfatica aguda (ALL) [57].

En los CARs de tercera generacion han sido integradas sefiales coestimulatorias,
como los receptores 4-BB y CD28, u OX40 y CD28, de modo de lograr una eficiente
expansion de células T cuando reconocen a las células blanco [56]. CARs especificos para
HER2 o CD20 han sido evaluados, pero no se han observado beneficios clinicos
significativos. Es necesaria mas investigacion para optimizar y definir mejor el potencial
terapéutico de esta estrategia [56].

Si bien la terapia con CARs sigue siendo prometedora, los efectos tdxicos de
esta terapia demuestran que todavia faltan mas estudios. Los pacientes pueden presentar
sindrome de liberacion de citoquinas (CRS), sindrome de activacion de macrofagos
(MAS), neurotoxicidad y sindrome de lisis tumoral (TLS). El CRS y la neurotoxicidad son
los problemas mas frecuentemente encontrados en los tratamientos de leucemias de
células B. Tanto CRS como MAS pueden ser controlados utilizando el anticuerpo
monoclonal tocilizumab que bloquea la acciéon de IL-6 y reduce la inflamacion. Sin
embargo, los mecanismos que subyacen a los sintomas neuroldgicos asociados a la

terapia, que incluyen afasia, temblor y convulsiones, ain no son totalmente comprendidos

22



INTRODUCCION

[58]. Los efectos colaterales de esta terapia pueden ser muy graves, como ha ocurrido en el
ensayo clinico tipo II (ROCKET) llevado a cabo la compafia Juno Therapeutics para el
tratamiento de la ALL de células B, en el cual se utilizo un CAR con capacidad de unién a
la proteina CD19 en la superficie de los linfocitos B. Este ensayo debid ser suspendido por
la Food and Drug Administration (FDA) debido al fallecimiento de 3 pacientes
(http://www.ascopost.com/News/42751). Si bien estas terapias han sido disefiadas para ser
especificas, la expresion de los antigenos tumorales seleccionados en tejidos normales,
aun en bajas concentraciones, pueden llevar a estos graves efectos colaterales. Un paciente
tratado con CARs especificas para HER2 murié por fallo respiratorio y disfuncion
multiorganica debido a la expresion de HER2 en tejido pulmonar [59].

Las inmunoterapias pasivas también comprenden el uso de anticuerpos
monoclonales (mAcs) especificos u otros componentes del sistema inmune, desarrollados
externamente y administrados al paciente. La caracteristica principal de esta estrategia es
que no estimula "activamente" al sistema inmune para que responda a una enfermedad,
como si lo hace la vacunacion, por lo cual no desarrollan memoria inmunolégica.

La utilizacion de mAcs permite bloquear la funcion de determinados
receptores/moléculas involucrados en la progresion tumoral. Han sido desarrollados y
probados en ensayos clinicos de fase I, I, III diversos mAc, en diferentes tipos de cancer.
Entre los mAcs podemos encontrar: (i) anticuerpos especificos para antigenos tumorales:
el anti-EGFR, el receptor del factor de crecimiento epidérmico; anti-Her2, receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano y anti-CD20, un co-receptor expresado en los
linfocitos B, con alta expresion en el caso de los linfomas no-Hodgkin’s; (ii) anticuerpos
contra factores troficos del tumor, como anti-VEGF-A, factor de crecimiento endotelial
vascular A; (iii) anticuerpos que inhiben células inmunosupresoras, como anti-IL-2Ra
(CD25), expresado en las células T regulatorias; o (iv) mAcs contra receptores regulatorios
expresados en linfocitos T efectores, como anti-PD-1 y anti-CTLA-4.

Los anticuerpos que han sido aprobados por la FDA son el Cetuximab basado
en el mAc anti-EGFR para el tratamiento de pacientes con cancer colorectal y cancer de
cabeza y cuello; el Bevacizumab, basado en el anti-VEGF-A para el tratamiento de cancer
colorectal, pulmon de células no pequenas, carcinoma renal, glioblastoma y cancer de

mama, asi como también su combinacidn con quimioterapia para el tratamiento de cancer

23



INTRODUCCION

de cuello uterino, epitelio ovarico, conducto de Falopio y peritoneal primario. Para
pacientes con cancer de mama ha sido aprobado el tratamiento con Trastuzumab
(Herceptin, anti-HER?2). El Ipilimumab, basado en el mAc anti-CTLA-4 ha sido aprobado
para melanoma. Ademads, Rituximab (Rituxan, anti-CD20) ha sido aprobado para el
tratamiento de pacientes con linfoma de células B no-Hodgkin’s y otras leucemias
linfaticas crénicas [55]. Si bien los anticuerpos mencionados han demostrado ser exitosos
en la clinica, en muchos casos, la resistencia a la terapia se debe a la activacion de
receptores o vias alternativas durante la terapia. En los tltimos afios, se ha comenzado a
desarrollar anticuerpos con multiples especificidades. Por ejemplo, la FDA ha aprobado el
Lapatinib, un anticuerpo capaz de bloquear a EGFR y HER2 para el tratamiento de
tumores de mama HER?2 positivos [60].

La administracion de mAc presenta el riesgo de desarrollar reacciones inmunes
como anafilaxis, enfermedad del suero (el sistema inmune reacciona contra el anticuerpo)
y la generacion de anticuerpos. Ademads, existen diversos efectos adversos generados por
este tipo de terapia, que estan relacionados con las moléculas seleccionadas para ser
blanco de la terapia [61]. Por ejemplo la utilizacion de mAc anti-CTLA-4, genera
reacciones autoinmunes, como reacciones cutdneas y gastrointestinales, endocrinopatias y
hepatitis. Otros estudios demostraron desdrdenes del sistema nervioso, sarcoidosis,
respiratorios y renales [62]. Por otro lado, existen multiples mecanismos mediante los
cuales los pacientes portadores de tumores sdlidos no logran alcanzar el beneficio
terapéutico de la terapia con anticuerpos bloqueantes. Esto incluye la heterogeneidad en
la expresion de los antigenos tumorales, las propiedades fisicas y farmacocinéticas de los
anticuerpos que tienen un impacto en la penetrancia en el microambiente tumoral. La
dosis de los anticuerpos y su concentracion dentro del tumor, asi como la posible
saturacion en la cinética del receptor, también pueden impactar negativamente en el
efecto terapéutico de la administracion de mAcs. Ademads, existen vias de sefalizacion
promiscuas, que pueden conducir a la escasa respuesta a la terapia y al subsecuente

desarrollo de resistencia [63].

IV.C. Inmunoterapia Activa, No especifica
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Dentro de esta clasificacion, se incluye a los agentes que activan una respuesta
inmune general. Entre ellos encontramos citoquinas como TNF-a, GM-CSF, IFN-a, como
asi también algunas interleuquinas como IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, IL-21. Los efectos de las
citoquinas sobre el sistema inmune pueden ser mediados por diferentes mecanismos que
incluyen: (i) la estimulacidon de la proliferacion, diferenciacion, activacion y trafico de los
linfocitos T efectores CD4+y CD8+ y las células NK; (ii) la estimulacion de la proliferacion
y diferenciacion de células progenitoras del sistema hematopoyético, que lleva a la
formacion de granulocitos, monocitos/macrofagos y linfocitos T; y (iii) la estimulacion de
la sintesis de IFN-y e inmunoglobulinas por células inmunes. En particular, la
administraciéon de GM-CSF, IL-2, IFN-a-2b e IL-12 fue evaluada en melanoma metastatico,
IFN-a y GM-CSF en leucemia mieloide e IFN-a-2b, IL-2 e IL-12 en cancer de rifidn [55]. La
administracion sistémica de citoquinas recombinantes como inmunoterapia antitumoral
demostrd regresion tumoral, prevencion de la formacion de metdstasis, desarrollo de
memoria inmunologica y reduccion del riesgo de recurrencia, llevando a un aumento en
la sobrevida sélo en modelos murinos de cancer [64]. Esta terapia tiene como desventajas
la necesidad de la administracion reiterada de las citoquinas en cuestion durante el
tratamiento, y la falta especificidad, que lleva a efectos secundarios graves como
problemas hematoldgicos, pulmonares, endocrinos, autoinmunes y neuroldgicos, ente
otros [65].

Para activar al sistema inmune, también se han empleado otros agentes basados
en productos bacterianos. Generalmente, su efecto se basa en generar una reaccion
inflamatoria local dentro del microambiente tumoral que lleva a la activacién de
macrofagos y células NK. Por ejemplo, la administracion de la vacuna de la tuberculosis
conteniendo al bacilo no patogénico Calmette-Guerin (BCG) y Corynobacterium parvum
(bacteria pseudodiftérica) crea una inflamacion local que, en combinaciéon con compuestos
como imiquimod (agonista de TLR7/8), contribuye a la regresion tumoral, en particular

del melanoma [55].

IV.D. Inmunoterapias Activas Especificas

Este tipo de terapia involucra la preparaciéon de vacunas especificas de

antigeno. El objetivo final de la terapia es lograr la correcta activacion de células T
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antitumorales. Esta estrategia antitumoral posee diversas ventajas, entre ellas es la alta
especificidad con la que los linfocitos T pueden reconocer antigenos antitumorales.
Ademads, las respuestas primarias de células T generalmente son seguidas por la
produccion de células T de memoria de larga duracion. Finalmente, la respuesta de la
célula de T es adaptable y puede dar cabida no solo la heterogeneidad del tumor sino
también respuesta a nuevos antigenos expresados por los tumores recurrentes [66].

Existen vacunas profilacticas y vacunas terapéuticas. Mientras que el desarrollo
de vacunas terapéuticas pueden beneficiar a pacientes portadores de diferentes tipos de
cancer [38], las vacunas profilacticas presentan un gran potencial para aquellos pacientes
con riesgo a desarrollar tumores, por ejemplo, pacientes con predisposicion genérica
genética o con altos niveles de biomarcadores tumorales [39]. Antigenos de diferentes
virus que pueden inducir cancer pueden ser utilizados como vacunas. Como ejemplo,
podemos citar el virus del papiloma humano (HPV), que puede causar cancer cervical y
los virus de hepatitis B y C, capaces de inducir cancer hepatico, entre otros. Estas vacunas
pueden ser utilizadas como agentes terapéuticos para la activacion de una respuesta
inmunologica especifica eficaz, activando linfocitos efectores T para destruir las células
infectadas por esos virus. Por otra parte, pueden utilizarse antigenos asociados a tumores.
Un ejemplo es la vacuna basada en el péptido E75 obtenido a partir de la proteina
HER2/neu, cuya sobreexpresion es tipica en cadncer de mama. Pruebas clinicas han
demostrado la eficacia de esta vacuna en la prevencion de la enfermedad recurrente en
pacientes con alto riesgo de desarrollar este tipo de cancer [55].

Dentro de las vacunas terapéuticas, han sido desarrolladas modalidades de
vacunacion que utilizan inyecciones de restos de células tumorales o péptidos expresados
en el tumor [67, 68] y vacunas compuestas por CDs cargadas con restos de células
tumorales [69-72] o antigenos tumorales [73, 74]. En la actualidad, la FDA ha aprobado la
terapia con Sipuleucel-T (Provenge) para el tratamiento de cancer de préstata metastatico,
basada en vacunas de CDs antitumorales [75]. Estas modalidades de vacunacion también
han sido estudiadas en distintos modelos murinos de tumores mamarios [76, 77]. A pesar
de que en pacientes portadoras de tumores mamarios la administracion de vacunas
autdlogas fusionadas con células tumorales estimulan al sistema inmune, esta respuesta

no es suficiente para inducir regresion tumoral [70, 77].
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Considerando que las vacunas antitumorales han sido extensamente evaluadas
en pacientes oncoldgicos, mostrando perfiles toxicologicos aceptables, y que han sido
desarrolladas las técnicas necesarias para su aplicacion clinica, es importante encontrar
adyuvantes que incrementen la inmunidad antitumoral inducida por estas vacunas para
lograr una respuesta clinica significativa. Los protocolos de produccion y administracion
de las vacunas antitumorales necesitan atn ser optimizados. El éxito de esta estrategia
terapéutica parece depender de la capacidad de obtener un nuimero suficiente de CDs
maduras con capacidad de brindar las cuatro sefales criticas para la adecuada induccién
de células T especificas contra el tumor. Una cuestion importante que sigue siendo
controvertida es definir cudl es el mejor estimulo para madurar a las CDs. La combinacion
de distintos agonistas de TLR puede incrementar la inmunidad antitumoral [78, 79]. Ha
sido propuesto que la activacion simultdnea de multiples TLRs en las CDs es necesaria
para alcanzar una respuesta inmune efectiva [78, 79]. La eleccion apropiada de los
adyuvantes de las CD tendra un impacto directo en el fenotipo de las células, el nivel
relativo de moléculas coestimuladoras, los niveles y el perfil de produccién de citoquinas
y la vida 1til de la célula, entre otras caracteristicas [15]. Por otro lado, ha sido postulado
que la respuesta inmune endogena de muchos pacientes es todavia insuficiente para
detener la progresion tumoral debido a la alta expresion de moléculas supresoras
expresadas por las celular T o B regulatorias, o las células mieloides presentes en el
microambiente tumoral [28]. Por ello, la combinacion de vacunas antitumorales con
estrategias que bloqueen la inmunosupresién caracteristica del tumor es una modalidad
terapéutica interesante para mejorar la inmunidad antitumoral y aumentar la sobrevida

de los pacientes con cancer.

V. Inmunoterapia en cancer de mama

Tradicionalmente, el cancer de mama ha sido considerado poco inmunogénico
cuando se compara con otros tipos de canceres como el melanoma o el cancer renal. Esto
ha resultado en un retraso importante en el desarrollo y la aplicacion de estrategias
inmunoterapéuticas para esta enfermedad. Sin embargo, el cdncer de mama es capaz de
estimular al sistema immune. El andlisis molecular de ciertos tumores de mama ha

demostrado que existe un alto nivel de activacion de genes inmunoreguladores [80]. Ha
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sido observado que algunos tumores de mama presentan una infiltracion importante de
linfocitos y que existe una correlacion positiva entre el numero de células T infiltrantes al
tumor y el prondstico favorable de la paciente [81]. Sin embargo, la mayoria de los
canceres de mama tienen modesta infiltracion de células T y presentan altos niveles de
Tregs intratumorales.

Hay que tener en cuenta, ademas, que los subtipos de cancer de mama difieren
en el nivel de células inmunes infiltrantes al tumor (TILs). Los pacientes portadores de
tumores triples negativos tienen mayor niamero de células T infiltrantes que cualquier
otro subtipo. Ha sido postulado que la inestabilidad gendmica de las células en estos
tumores provee de nuevos antigenos que el sistema inmune es capaz de detectar. El
subtipo de tumores que expresa receptores de hormonas es aquel asociado con una
respuesta inmune mas débil. Sin embargo, pacientes con tumores HER2+ también han
mostrado poseer un nimero significativo de TILs [82].

El tratamiento con terapias tradicionales parece tener efectos inmunomediados
en cancer de mama. La administracion de taxanos y de docetaxel aumenta la infiltracion
intratumoral de linfocitos T [83, 84]. Por otra parte el tratamiento con trastuzumab induce
una respuesta citotdxica celular dependiente de anticuerpos, llevando a la destruccion de
células tumorales HER2 mediada por células NK que es incrementada por el tratamiento

concomitante con agentes quimioterapéuticos [85].

En conclusion, existe evidencia robusta que muestran que el cancer de mama, en

particular los subtipos mas agresivos Her2-positivos y triple negativos, puede generar una

respuesta antitumoral y dicha respuesta correlaciona con el prondstico de vida de las

pacientes. De esta manera resulta de gran interés el desarrollo de inmunoterapias para el

tratamiento de esta patologia [86].

28



HIPOTESIS DE TRABA]JO - OBJETIVOS

HIPOTESIS DE TRABAJO

El desarrollo de estrategias de inmunoterapia antitumoral ha crecido
exponencialmente en los tultimos afos. Las células dendriticas (CDs) han sido ampliamente
utilizadas para el desarrollo de vacunas antitumorales debido a su rol en la induccion de la
respuesta inmune adaptativa mediada por células T. Aunque las vacunas de CDs inducen
inmunidad antitumoral, esta respuesta no es suficiente para obtener beneficios terapéuticos
significativos. Los linfocitos T regulatorios han sido involucrados en la relativamente baja
eficacia de la inmunoterapia en la clinica oncoldgica, como asi también en el escape
inmunoldgico en pacientes con cadncer de mama. Nuestra hipdtesis es que el bloqueo de Foxp3,
un factor de transcripcidon necesario para la funcién de los linfocitos T regulatorios, aumentara
la eficacia terapéutica de vacunas antitumorales de CDs para el tratamiento del cancer de
mama, incrementando la inmunidad antitumoral y derivando en un beneficio clinico

significativo.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la eficacia de una estrategia
inmunoterapéutica que utiliza la administracion de vacunas antitumorales de CDs en
combinacién con un péptido inhibidor de Foxp3 en modelos murinos de adenocarcinoma

mamario metastasico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Evaluar el valor traslacional de modelos murinos de cancer de mama para la evaluacion
preclinica de estrategias inmunoterapéuticas que involucren la modulacién de células
T regulatorias.

II. Determinar las condiciones de cultivo y maduracién/activacién de las preparaciones de
CDs para la generacion de vacunas antitumorales.

III. Estudiar el efecto del bloqueo de Foxp3 en combinacidon con vacunas antitumorales de
CDs en modelos murinos de cancer de mama.

IV. Explorar el efecto antitumoral directo del bloqueo Foxp3 en células murinas y humanas
de cancer de mama.
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MATERIALES AND METODOS

Lineas celulares murinas

Se emplearon dos lineas de carcinoma mamario que son singeneicas en ratones
BALB/c. Las células 4T1 fueron generosamente provistas por el Dr Podahjcer (Instituto
Leloir, Buenos Aires Argentina) y cultivadas en medio RPMI 1640 conteniendo 10%
suero fetal bovino (SFB, Natocor), 1% L-glut (GIBCO) y 1% Penicilina-Estreptomicina
(Life Technologies). Las células LM3 fueron amablemente provistas por la Dr Elisa Bal
de Kier Joffé (Roffo Hospital, Buenos Aires Argentina) y cultivadas en RPMI
suplementado con 10% SFB (Natocor), 1% L-glut (GIBCO) 1% Penicilina-
Estreptomicina (Life Technologies).

Lineas celulares humanas

La linea MDA-MB-231 fue cultivada en medio RPMI 1640 conteniendo 10% SFB
(Natocor), 1% L-glut (GIBCO) y 1% Penicilina-Estreptomicina (Life Technologies). La
linea MCF7 fue cultivada en medio DMEM rico en glucosa (EMEVE) suplementado
con 10% SFB y 1% Penicilina-Estreptomicina. Ambas lineas son derivadas de
metastasis pleural de adenocarcinomas de mama humanos. La linea celular MCF10,
una linea epitelial de mama no tumorigenica, fue amablemente provista por la Dra.
Andrea Randi (Departamento de Bioquimica Humana, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires). Esta linea fue cultivada en medio DMEM/F12, con 1%
L-glutamina y suplementada con 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico, 100
ng/ml de toxina colérica, 5 ng/ml de insulina, 500 ng/ml de hidrocortisona y 5% de SFB.
Animales

Ratones hembras adultas BALB/c, C57BL/6 y nude (6-8 semanas) se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (20-25° C) y luz (ciclos de luz-oscuridad de 12
hs). Los ratones fueron alimentados con comida estandar de laboratorio y agua ad
libitum. El trabajo con animales se llevd a cabo segun las indicaciones del NIH y con
aprobacion del Comité de Etica Institucional de la Facultad de Medicina (UBA, CD Res.
N©°120/2011).

Inoculacion de células tumorales

Los ratones fueron inoculados con 200.000 a 500.000 células LM3 o 4T1 de manera

subcutdnea en el flanco lateral en ratones inmunocompetentes. En el caso de los
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ratones nude, se inocularon 2x10¢ células LM3 sc. La medicion de los tumores se realizo
3 veces por semana utilizando un calibre. El tamano tumoral fue calculado con la
formula didametro menor2xdidmetro mayor/2. Los animales fueron eutanasiados segun
la fecha determinada en el experimento o cuando presentaron signos de distrés bajo
anestesia profunda seguida de perfusion terminal con solucion de Tyrode (CINa 132
mM, ClCa 1,8 mM, POsNaH: 0,32 mM, glucosa 5,56 mM, COsNaH 11,6 mM, y CIK 2,68
mM) seguida por solucion de Bouin (71% acido picrico (saturado), 24% formaldehido
(37-40%), 5% acido acético glacial).

Recuento de metastasis pulmonares

Para la visualizacion de metdstasis pulmonares espontaneas los pulmones fueron
fijados en solucion de Bouin (85% solucion de acido picrico saturada, 10% formol (40%)
y 5% acido acético) durante 2 dias. Luego los 16bulos pulmonares fueron separados con
precaucion y se procedid al recuento de las metdstasis pulmonares superficiales bajo
lupa estereoscdpica binocular.

Cortes histolégicos en parafina

Los tumores y pulmones fueron fijados en paraformaldehido (PFA) 4% en buffer
fosfato salino (PBS) y se incluyeron en parafina segin técnicas de rutina. Cortes de 5
um fueron desparafinizados en xileno y se rehidrataron con una serie de alcoholes de
graduacion decreciente (etanol 100%, etanol 96%, etanol 70%) hasta agua destilada. Los
cortes se tineron con hematoxilina de Mayer (4 min), eaosina (MARCA) 5 minutos, se
incubaron en agua corriente durante 5 min, se deshidrataron con alcoholes de
graduacion creciente, se aclararon con xilol y se montaron con balsamo de Canada
sintético.

Calculo de indice mitdtico

El indice mitdtico se define como la relacién entre el nimero de células que estan en
mitosis dividido por el nimero total de células contabilizadas. Este indice fue evaluado
sobre cortes histoldgicos de parafina de tumor coloreados con hematoxilina-eosina.
Cortes histologicos en criostato

Los tumores y pulmones fueron extraidos luego de la perfusién con soluciéon de PFA
4% y se mantuvieron en dicha solucion durante dos dias. A continuacion los tejidos

fueron incubados en solucién de sucrosa al 20% durante dos dias o hasta que se
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observa la precipitacion de los mismos. Luego los tumores y pulmones fueron
congelados en isopentano en hielo seco. Finalmente, se realiz6 la inclusiéon medio
Cryoplast (Biopack), y se realizaron cortes gruesos de 50 um en criostato.
Inmunohistoquimica de cortes de criostato

Se utiliz6 la técnica de free-floting en la cual los cortes de tumores fueron incubados en
medio liquido durante todo el proceso. La recuperacion antigénica se realizé con buffer
citrato (10 mM de acido citrico en agua destilada, pH 6) durante 5 min en microondas.
Los cortes fueron lavados con PBS e incubados con TBS-5% Triton durante 5 minutos.
El bloqueo se realizé con TBS-2%-triton-10% suero de burro durante 1 hora. Luego se
incubaron con anticuerpos especificos para los marcadores de raton CD45, CDS8, CD19,
CD4, CMH 1II (Serotec, Cat# MCA-1031-GA; MCA-609-GA; MCA-1439-GA, MCA-1767-
GA, MCA-45-GA, respectivamente) y Foxp3 (eBioscience, Cat# 14-5773-82) durante
toda la noche. Los cortes fueron lavados durante media hora e incubados con
anticuerpo anti-rat-FITC (Vector) durante dos horas. Luego de ser lavados se procedio
a la marcacion de los ntcleos con DAPI, para finalmente ser montados en Vectashield
(DAKO).

Purificacion de células inmunes de tumor por gradiente de Percoll

Los tumores fueron extraidos y disgregados con homogeneizador de vidrio. Se ajustd
el volumen con RPMI a 7 ml en tubos de 15 ml y se agregaron 3 ml de Percoll 90% en
PBS frio. En la parte inferior del tubo se adiciond 1 ml de Percoll 70% en PBS utilizando
pipeta de 1 ml, para asegurarse de obtener dos fases. Luego, de centrifugar a 2200 rpm
por 20 minutos a 4°C se aspird y descartd la fase superior que consiste en extractos
ricos en lipidos, y se procedio6 a recoger la interfase. Se agregaron 10 ml de RPMI frio,
se mezcl6 por inversion y centrifugo a 1500 rpm por 5 minutos. Luego del recuento de
las células se procedié a su inmunomarcacion directa con anticuerpos anti-CD45, anti-
CD4-Percyp 5.5, anti-CD8-FITC, anti-Foxp3-APC y anti-CD25 FITC para su analisis por
citometria de flujo, como se describe mas abajo.

Obtencion de esplenocitos

Se disgrego el bazo utilizando homogeneizador de vidrio. Los esplenocitos fueron
resuspendidos en 5 ml de medio y centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos en frio. El

pellet obtenido fue resuspendido en 3 ml de medio de lisis ACK (0.15 M NH4Cl, 10 mM
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KHCO0s, 0.1 mM Na:EDTA) por 3 minutos en frio. Se diluyé el medio con 7 ml de RPMI
con 10% de SFB. Se centrifugaron las células para luego ser resuspendidas,
cuantificadas y procesadas para su inmunomarcacion. Luego del recuento de las
células se procedio a su inmunomarcacion directa con anticuerpos anti-CD45 anti-CD4-
Percyp 5.5, anti-CD8-FITC, anti-Foxp3-APC y anti-CD25 FITC para su analisis por
citometria de flujo como se describe mas abajo.

Citometria de flujo para antigenos de superficie

Las células fueron lavadas en buffer de citometria (PBS con 1% de SFB) e incubadas por
30 minutos a 4°C en el mismo buffer conteniendo los siguientes anticuerpos murinos
conjugados con compuestos fluorescentes (BioLegend): anti-CD45-PE (Cat# 103105),
anti-CD4-PerCP/Cy5.5 (Cat# 100539), anti-CD8-FICT (Cat# 100705), anti-CD11c-PE
(Cat# 117307), anti-CD86-FICT (Cat# 105005), anti-CMH II-FITC (Cat# 107605). Se
utilizé también anti-CD25-FITC (eBioscience, Cat# 53-0253-80). Ademas, las células
fueron incubadas en presencia de los controles de isotipo correspondientes. Luego las
células fueron lavadas, fijadas con paraformaldehido 2% en frio por 10 minutos y
mantenidas en PBS-0,1 % azida sodica hasta su andlisis por citometria de flujo en FACS
Aria II (Servicio de citometrta de flujo del Hospital de Clinicas de la Universidad de
Buenos Aires). Los datos fueron analizados usando los softwares Summit v4.3
(DAKO), WinDMI 98 o Flowing Software 2.5.1.

Citometria de flujo para el antigeno intracelular Foxp3

Las células fueron lavadas en buffer de citometria y luego se utilizd el kit de
Fijacién/Permeabilizacion (eBioscience, Cat# 00-5523-00), segun instrucciones del
fabricante. Las células fueron luego incubadas con un anti-Foxp3-APC murino
(eBioscience, Cat# 17-5773-82). En el caso de las células LM3 la expresion de Foxp3 fue
evaluada luego de la incubacién por 24 hs en presencia de 50 uM de Rapamicina
(Cayman Chemical Company, Cat# 53123-88-9), un inhibidor de la via de mTOR, 50
uM de Indometacina (Montpellier), un inhibidor de la via de Cox o 10 ng/ml de TGF-B
recombinante humano (Cayman Chemical Company, Cat# 6164552UG) .Los datos
fueron analizados usando los softwares Summit v4.3 (DAKO), WinDMI 98 o Flowing
Software 2.5.1.

Cultivos de células dendriticas murinas
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Fémures y tibias provenientes de ratones BALB/c fueron removidos y el tejido
muscular circundante fue resecado. Los extremos fueron cortados con tijera y la
médula 6sea fue colectada mediante irrigacion con medio RPMI. Los eritrocitos fueron
lisados con solucion ACK durante 3 minutos en hielo como se indic6 mas arriba. Los
leucocitos se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado (SFB, Natocor), 2 mM L-glutamina (GIBCO), 100 IU/ml penicilina y
100 pg/ml estreptomicina (Life Techonologies) y 1% p-mercaptoetanol (SIGMA). Los
leucocitos (107) se sembraron en placas de petri de 100 mm? y luego de 24 hs a 37°C, las
células no adherentes fueron removidas mediante lavado con PBS. Las células
adherentes fueron entonces suplementadas con RPMI conteniendo 50 ng/ml IL-6
(BioLegend, Cat# 575704) y 100 ng/ml FtI3L (Preprotech, Cat# 250-31L) o 10 ng/ml de
IL-4 (BioLegend, Cat# 574304) y 10 ng/ml de GM-CSF (BioLegend, Cat# 576304). Medio
fresco con citoquinas fue adicionado cada 3 dias. Las células no adherentes fueron
recogidas luego de 7-10 dias y procesadas para citometria de flujo o sembradas en
placas de 24 wells para inducir su activacion por 2, 24 o 48 horas en medio sin
citoquinas y en presencia de 10 ug/ml de ODN CpG 1826 (Eurofins Genomics) o 10
ug/ml de R848 (Santa Cruz Biotechnology, Cat# 203231) o ambos agonistas en las
mismas concentraciones finales. Para los experimentos que implican el bloqueo de la
via de NF-kappa se utilizé 2uM de BAY117082 (Enzo Life Sciences International, BML-
EI278) 0 10 uM de Ro 106-9920 (Tocris). En el caso de los experimentos de bloqueo de
las 6xido nitrico sintasas se utilizé 0,5 mM de No-nitro-L-arginina-metil-éster (L-
NAME, Sigma-Aldrich, N5751), un analogo de la arginina que inhibe la produccion de
NO. El 1-Metil-D-triptopano (1-D-MT), un inhibidor de la enzima indolamina 2,3
dioxigenasa 1 (IDO) fue adquirido en Santa Cruz Biotechnology (sc-200313).

Ensayo de ELISA

IL-12p70, IEN-y, TNF-a e IL-10 fueron medidos en los sobrenadantes de cultivos de
CDs mediante la técnica de ELISA luego de la incubaciéon por 24 hs con los agonistas
de los TLR, siguiendo el protocolo del fabricante (eBioscience ELISA Ready-Set Go! IL-
12p70 cat#88-7121, IFN-y cat#88-7314, TNF-a cat#555268 and BioLegend Mouse IL-10
ELISA MAX™ Deluxe cat#4314). La absorbancia fue leida en placas de 96 wells

(Spectramax Plus, Molecular Devices) a 450 nm.
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Ensayo de fagocitosis en CDs murinas

Luego de 2, 24 0 48 hs de incubacion con CpG1826, 10 pug/ml, R848, 10 ug/ml o ambos,
las CDs fueron lavadas, y sembradas en placas de 24 wells en presencia de
microesferas fluorecentes de 1.0 um (10 microesferas por célula, Invitrogen, Molecular
Probes, Cat # F8823). Luego de 16 hs a 37°C, o 4°C como control, las células fueron
recogidas, lavadas y fijadas con PFA 4%. Las células fueron marcadas con anti-CD11c
(BioLegend) o anti-CMHII (ABC Serotec MCA Cat# 2401) por 1 h y luego lavadas e
incubadas con Dylight™ 594 anti-IgG de hamster o de rata (1:400, BioLegend). El
nucleo fue coloreado con Nuclei DAPI (5 ug/ml, Molecular Probes, Cat# D1306) y
montado con Vectashield (Vector, Cat# H-1000). El recuento celular se realizé con un
microscopio de fluorescencia.

Reaccion de leucocitos mezclados (MLR) alogeneicos con CDs murinas

Las CDs fueron incubadas con lisados de células 4T1 en relacion 1 CD:3 células 4T1.
Luego, las CDs fueron lavadas y activadas con 10 ug/ml de CpG 1826, R848 ambos por
2, 24 6 48 hs. Las células fueron fijadas con PFA 2% frio y lavadas para ser utilizadas
como estimuladoras en MLR alogeneicos. Esplenocitos de ratones C57/Bl6 fueron
obtenidos como se indicé mas arriba. 200.000 esplenocitos fueron incubados en placas
de 96 wells con las CDs como estimulador alogeneico (1:10) en 100 pl de RPMI
suplementado a 37°C. Esplenocitos sin CDs fueron incubados como control. Dos dias
después, 10 pl de soluciéon de bromodeoxiuridina (BrdU) (1:100) fue adicionada al
medio por 18 hs adicionales y la incorporacion de BrdU a la cadena de ADN fue
medida mediante la técnica de ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante
(Millipore, Cat #2750). La absorbancia de las muestras fue medida mediante un lector
de placa a 450 nm.

Western blotting

Las proteinas fueron extraidas utilizando buffer de lisis (pH 7.9) conteniendo 10 mM
KCl, 2 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 1% IGEPAL CA-630, 0.2 mM
etilenediaminetetraacetico acido (EDTA) en 10 mM Hepes, 2.5 mM fluoruro de sodio,
0.5 mM ortovanadato de sodio e inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich, Cat#P8340).
Luego de centrifugar por 12000 g durante 30 min, el sobrenadante fue recuperado. La

concentracion proteica de cada muestra fue determinada mediante el ensayo de
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Bradford (Bio-Rad). 10-20 ug de proteinas fueron sembradas en membranas de 12% de
poliacrilamida y un gel de apilamiento con 3% de poliacrilamida. Se realiz6 la corrida
electroforética en una cuba de electroforesis (Bio-Rad) con buffer de corrida (3,02 g de
Tris base, 14,4 g de glicina y 1 g de SDS, en un volumen final de 1000 ml) a 150 V
durante 30 min. Se transfirieron las proteinas separadas a una membrana de PVDF
(Hybond-P, Amersham Biosciences), utilizando buffer de transferencia (3,02 g de Tris
base, 14,4 g de glicina y 200 ml de metanol en un volumen final de 1000 ml), ON a 60
mA en una cuba de transferencia (BioRad). Se comprob¢ la transferencia de proteinas a
la membrana por tincion con Ponceau S 0,1% en 1% de &cido tricloroacético. Se
comprobd la igualdad de carga proteica en cada calle revelando las membranas con un
anticuerpo anti-B- actina (Santa Cruz Biotech). Las membranas se bloquearon con TBS
con 5% BSA durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se
lavaron tres veces con TBS con Tween 20 al 0,1% con agitacion. Se procedié a la
incubaciéon ON con los anticuerpos anti-fosfo-p65-NF-kB (Santa Cruz, Cat# 33039) o
anti-Foxp3 (eBioscience, Cat# 14-7979-80) y p-actina (Sigma-Aldrich, Cat# A2066). A
continuacion, post lavado de las membranas, se incubo con el anticuerpo secundario
anti-rabbit HRP (Millipore, Cat# AP103P). La inmunoreactividad fue detectada
mediante quimioluminiscencia (ECL plus, Amersham Biosciences). El escaneo de las
bandas se realiz6 utilizando el Image Quant 300, en el andlisis de las mismas se utilizo
el software Image Quant TL software (Amersham Biosciences, GE).

Preparacion de vacunas de células dendriticas

Precursores de médula de ratén fueron incubados con GM-CSF e IL-4 por 7 dias como
se describio mas arriba. Las CDs obtenidas fueron incubadas con lisados tumorales (3
células tumorales 4T1 o LM3: 1 CDs) durante 3 horas. Los lisados de células tumorales
fueron obtenidos por ciclos repetidos de congelamiento-descongelamiento y
conservados en medio RPMI a -70°C. Las células fueron lavadas y al momento de la
inyeccién se adiciond 10 pg/ml de ODN CpGausz, 10pg/ml R848 0 ambos.

Vacunacion profilactica con CDs en modelos murinos de cancer de mama

El dia 1 y 14 previo a la implantacion tumoral, ratones hembra BALB/c fueron
inyectados con vacunas de CDs por via s.c. (300.000-500.000 CDs/raton). En el dia 0, los

animales fueron inyectados en el flanco con 200.000 células 4T1 o LM3 s.c. Los animales
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fueron monitoreados diariamente y ante la aparicion de los primeros signos de
dolor/distrés fueron eutanasiados bajo anestesia profunda seguida de perfusion
terminal como se indicéd mas arriba.

Cultivos de células dendriticas humanas

Los monocitos fueron purificados de sangre periférica (PBMCs) de donantes adultos
sanos, no fumadores, utilizando buffy coats en el Servicio de Medicina Transfusional
del Hospital Italiano de Buenos Aires (Buenos Aires, Argentina) mediante
centrifugacion con gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life
Sciences, Germany). Las células CD14+ fueron entonces aisladas por seleccion positive
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Germany). La pureza,
analizada por citometria de flujo usando un anticuerpo anti-CD14 fue mayor al 95%.
Los monocitos (1x10°/ml) fueron cultivados en medio RPMI1640 suplementado con
10% de SFB inactivado, 50 U/ml penicillina, 50 pg/ml estreptomicina en presencia de 20
ng/ml IL-4 y 20 ng/ml GM-CSF, en placas de 6 wells. En el dia 5, las células fueron
analizadas por citometria de flujo y la expresion de CDla fue analizada como
marcador de la diferenciacion de CDs. La generacion de CDs humanas fue aprobada
por el Comité de Etica de la Academia Nacional de Medicina (Buenos Aires, Argentina,
CEIANM 76/2015). Todos los donantes de sangre dieron su consentimiento informado
para la colecta de la muestra y el subsecuente analisis.

Evaluacion de marcadores de coactivacion en CDs humanas

Las CDs fueron incubadas con los agonistas de TLR9 humano, CpG2006 o IMT504, 10
ug/ml o el agonista de TLR7/8 humanos R848, 10 ug/ml durante 24 horas en presencia
de GM-CSF e IL-4. Las células se procesaron para el andlisis por citometria de flujo
como se indicé mas arriba utilizando anticuerpos anti-CD86 y anti-HLA-DR (BD
Biosciences).

Ensayo de fagocitosis en CDs humanas

Las CDs fueron incubadas con los agonistas de TLR 24 horas, luego fueron lavadas e
incubadas por 16 horas con las microesferas. A continuacion se procedié como se
explico mas arriba.

MLR alogeneicos con CDs humanas
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Las células T CD4* naive fueron purificadas a partir de las PBMC mediante seleccion
negativa con perlas magnéticas utilizando el naive CD4* T Cell Isolation Kit II (Miltenyi
Biotec), segtiin recomendaciones del fabricante. Las CDs humanas fueron incubadas
con los agonistas de TLR9, CpG2006 o IMT504 o el agonista de TLR7/8, R848 durante 2
horas en presencia de las citoquinas de cultivo. Al cabo de ese tiempo, las células
fueron lavadas con pbs y se incubaron con linfocitos T provenientes de dadores sanos
durante 72 horas en relacion 1CD:2 linfocitos T. Esplenocitos sin CDs fueron incubados
como control. . Dos dias después, 10 ul de solucién de BrdU (1:100) fue adicionada al
medio por 18 hs adicionales y la incorporacion de BrdU a la cadena de ADN fue
medida mediante la técnica de ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante
(Millipore, Cat #2750). La absorbancia de las muestras fue medida mediante un lector
de placa a 450 nm.

Vacunacion terapéutica con CDs en combinacion con el bloqueo de Foxp3 en
modelos murinos de cancer de mama

Hembras BALB/c fueron inoculadas con 200.000 células LM3 o 4T1. Cuando los
tumores fueron palpables los animales recibieron una vacuna de CDs (300.000 CDs
aproximadamente) s.c cargada con lisados tumorales y activadas con CpG en el
momento de la vacunacion como se indico6 mas arriba. Los animales recibieron 6-7
inyecciones ip. diarias de 100 pg de péptido inhibidor de Foxp3 P60
(RDFQSFRKMWPFFAM) vy el péptido control P301 (MKMFFDAFPQRRSWF)
generosamente donados por los Dres Noelia Casares y Juan José Lasarte (Universidad
de Navarra). Los animales fueron eutanasiados como se indicé mas arriba a distintos
tiempos post-tratamiento o ante los primeros sintomas de distrés.

Tratamiento con P60 en ratones inmunosuprimidos portadores de tumores de mama
Hembras nude fueron inoculadas con 200.000 células LM3. A partir del momento en
que los tumores fueron palpables los animales recibieron 7 inyecciones i.p. diarias de
100 pg de péptido inhibidor de Foxp3 P60 y el péptido control P301. Los animales
fueron eutanasiados como se indic6 mas arriba al finalizar el tratamiento o ante los
primeros sintomas de distrés.

Deteccion de Foxp3 en lineas tumorales murinas y humanas
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Las células fueron sembradas en sobre vidrios en placas de 24 wells. Al cabo de 24 hs.,
fueron fijadas con acetona, durante 15 minutos a -20°C. Luego de ser lavadas con PBS,
se procedi¢ al bloqueo con 10% suero fetal equino, 2% seroalbimina bovina en PBS,
durante 2 horas. La inmunomarcacion se realizé6 con un anti-humano-ratéon Foxp3
(BioLegend, Cat# 623802) durante toda la noche. Se utilizd un anticuerpo segundario
anti-conejo-FITC (Vector, Cat# FI-1000).

Analisis de proliferacion celular

Las células tumorales fueron incubadas en presencia de P60 o P301 (50 nM) durante 24
horas. Se adiciond BrDU al medio de incubacién 4 horas antes de terminar el ensayo.
La incorporacion de BrDU por las células en proliferacion fue detectada por ELISA
(ROCHE). La absorbancia fue determinada por lector de placa (abs 450 nm).

Analisis de viabilidad celular

Las células tumorales fueron incubadas en presencia de P60 o P301 (50 nM) durante 24
horas. Al cabo de este tiempo las células fueron lavadas con solucion de Krebs (0,9%
NaCl, 1,15% KCl, 1,22% CaClz, 2,1% KH2POs, 3,8% MgSOs, 2,6% NaHCOs) e incubadas
con 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Molecular Probes) durante 4
horas. Luego la reacciéon fue finalizada utilizando una solucion 6 N HCL. La
absorbancia fue determinada por lector de placa (Abs 595nm).

Desarrollo de vectores para el bloqueo terapéutico de Foxp3

Se desarrollé un plasmido que codifica para el péptido inhibidor de Foxp3, P60, unido
mediante una secuencia IRES a un gen reportero (d-Tomato) bajo el control del
promotor de CMV murino. El vector control codifica para d-Tomato bajo el control del
CMV humano. Los pldsmidos fueron construidos por VectorBuilder. Células 4T1
fueron transfectadas con 1 pug de ADN de cada uno de los plasmidos empleados y el
reactivo de transfeccion Lipofectamina, segin las indicaciones del fabricante
(Productos Bio-Logicos, Argentina). El medio condicionado de estas celulas fue
colectado luego de 24 hs y utilizado para incubar células LM3 por 24 hs adicionales. La
viabilidad y la secrecion de IL-10 fueron evaluadas como se indicé mas arriba.

Analisis Estadistico.

Los datos fueron graficados y analizados usando el software GraphPad Prism version

5.00 (GraphPad Software, San Diego, California USA). Las curvas de sobrevida Kaplan
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Meier fueron analizadas usando el log test Rank Mantel. Los datos de crecimiento
tumoral fueron analizados mediante andlisis de regresion multiple. Los datos de
citometria de flujo, viabilidad, proliferacién, MLR, Western Blot, ELISA, niimero de
metastasis fueron analizados mediante el andlisis de la varianza de una o dos vias
(ANOVA) seguido del test de Tukey o test de t de Student de acuerdo al nimero de
grupos. Los porcentajes de células fagociticas o células inmunoreactivas para Foxp3
fueron analizados mediante el test de X2 Las diferencias entre grupo fueron

consideradas significativas cuando p<0.05.
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RESULTADOS

I. Caracterizacion de los modelos murinos inmunocompetentes de carcinoma mamario

metastasico

Para evaluar las estrategias terapéuticas propuestas utilizamos dos modelos
experimentales de cancer de mama murino, LM3 y 4T1. Ambos modelos se caracterizan
por ser singeneicos en ratones BALB/c. Esta caracteristica los hace apropiados para el
estudio de inmunoterapias antitumorales ya que el sistema inmune de estos ratones esta

intacto y, en ellos, las células tumorales no son inmunogénicas per se.

I.A. Caracteristicas del modelo experimental LM3

La linea celular LM3 fue desarrollada en el Instituto de Oncologia “Angel Roffo”.
Derivan del pasaje in vitro sucesivo de células obtenidas a partir del adenocarcinoma
mamario primario M3, que surgié de manera espontanea en una hembra BALB/c. Las
células LM3 se caracterizan por ser negativas para receptor de estrégeno (ER) y receptor
de progesterona (PR), y por tener alta expresion del receptor 2 de factor de crecimiento
epidérmico (Her2) [87]. El modelo experimental LM3 ha sido ampliamente utilizado en
oncologia preclinica por grupos de investigacion nacionales e internacionales [88, 89].

En primer término evaluamos la reproducibilidad del crecimiento tumoral y la

capacidad metastdsica de este modelo experimental luego de la inoculacion subcutdnea de
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Figura 4. Crecimiento subcutaneo del tumor LM3. Las células LM3 (2x10% A; 5x105, B) fueron
inyectadas s.c. en ratones singeneicos BALB/c. El grafico muestra la curva de regresion y la media
+ SEM del tamafio tumoral a distintos tiempos (n= 6-8 ratones).
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distinto nimero de células. Los tumores LM3 crecieron en todos los ratones inoculados,
siendo detectables aproximadamente a partir del dia 12 post-inyeccion, tanto para una
dosis de 2x10° como de 5x10° células (Figura 4). Dado que las curvas de crecimiento
tumoral observadas luego de la inoculaciéon de ambas dosis de células fueron similares
[tiempo de duplicacién: dosis alta=6,9d (ICoos: 5,5-9,2) vs dosis baja=8,5d (ICoes: 6,2-13,3)]
(Figura 4), en todos los experimentos subsiguientes inyectamos 2x10° células LM3 para
generar el modelo experimental.

La histopatologia de los tumores LM3 reveld adenocarcinomas poco diferenciados de
fenotipo agresivo, caracterizados por una marcada infiltracién de células tumorales en el
tejido adyacente al sitio de inoculacion (Figura 5). También observamos la presencia de
regiones necroticas dentro de la masa tumoral. Los tumores presentaron gran nimero de
células con atipia nuclear y abundantes mitosis. Mediante la cuantificacion de figuras

mitdticas se determind que el indice mitético de estos tumores era de 2,09 + 0,8 %.

R A
] b{f" o 3'
Gt e,

Figura 5. Histopatologia de adenocarcinomas mamarios LM3. Cortes de parafina de los tumores
LM3 obtenidos 35 dias luego de la inoculacion del tumor fueron tefiidos con hematoxilina y
eosina. En las microfotografias puede observarse el tumor (T) infiltrando el tejido adyacente (A).

N: necrosis. La flecha sefiala una figura mitotica.

El desarrollo de metastasis pulmonares espontaneas fue evaluado 35 dias luego de
la inoculacién s.c. de las células LM3. En ese momento los tumores presentaban un
volumen de entre 500 y 700 mm?y los animales atin no evidenciaban sintomas visibles de
distrés. El recuento de las metastasis pulmonares espontdneas superficiales fue realizado
bajo lupa de diseccion luego de la fijacion de los pulmones con fijador de Bouin. Todos los
ratones desarrollaron metdastasis espontdneas (Figura 6 A). En la Figura 6 B se observan

las caracteristicas histoldgicas de las metdstasis pulmonares, que son similares a las del
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Figura 6. Metastasis pulmonares espontaneas en ratones portadores de tumores LM3. El dia
35 luego de la inoculacion s.c. de 2x10° células LM3 se cuantificaron las metastasis
pulmonares. A, Numero de metastasis pulmonares por ratéon. B, Histopatologia de las
metdstasis pulmonares (panel izquierdo) y amplificacion del cuadrante (panel derecho). Las
flechas indican células en mitosis. El inserto muestra una imagen representativa de los

pulmones fijados con Bouin.

tumor s.c. primario, con una gran cantidad de figuras mitdticas. En el pulmon se observo
engrosamiento de los tabiques interalveolares. Mediante inmunofluorescencia indirecta
también detectamos la presencia de células B (CD19+) y T (CD4+) dentro del parénquima

pulmonar (Figura 7).

Figura 7. Presencia de células inmunes en pulmones metastasicos. Las células inmunes

fueron identificadas por inmunofluorescencia indirecta en cortes de criostato de
pulmones de ratones portadores de tumores LM3 usando anticuerpos especificos. Las

microfotografias muestran células CD19* (A) y células CD4+* (B) en pulmon.
Infiltracion Intratumoral de Células Inmunes
A pesar de que el cancer de mama ha sido tradicionalmente considerado un tumor

poco inmunogénico, en los ultimos afios se ha fortalecido la idea de que estos tumores
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también pueden ser tratados con estrategias inmunoterapéuticas [90]. Sin embargo, en las
pacientes con cancer de mama, asi como en otros pacientes oncolodgicos, se ha observado
la expansion de células T regulatorias (Tregs) y otras células inmunosupresoras que
favorecen el escape inmunoloégico del tumor [91]. A fin de establecer la pertinencia de
nuestro modelo para evaluar la eficacia de modalidades inmunoterapéuticas, y
especialmente de aquellas estrategias que apuntan al bloqueo de Tregs, evaluamos la
presencia de células inmunes en los tumores primarios mediante inmunofluorescencia. En
particular, evaluamos la presencia de células inmunorreactivas para CD45, Foxp3, CD8 y
CMH II en el dia 35 post-inoculacion tumoral (Figura 8). Nuestros resultados indican que

las células inmunes (CD45%) son capaces de acceder al sitio del tumor (Figura 8 A).

CMH Il

Figura 8. Deteccion de células inmunes en los adenocarcinomas mamarios LM3. Las
células inmunes fueron identificadas por inmunofluorescencia indirecta en cortes de
cridstato de tumores LM3 usando anticuerpos especificos contra A, CD45, B, Foxp3, C,
CD8 y D, CMH II. T: tumor. El inserto en cada panel muestra células inmunorreactivas

representativas a mayor aumento.

Cuando se evaluaron los marcadores especificos para las distintas subpoblaciones, se
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observé gran cantidad de células Foxp3* (Figura 8 B), mientras que so6lo se observaron
esporadicamente células T citotdxicas (CD8*) y células presentadoras de antigeno
(MCHII*) en el microambiente tumoral o en su periferia (Figura 8 C-D). Dado que
observamos células Foxp3* en el microambiente tumoral, procedimos a cuantificar las
células inmunosupresoras intratumorales por citometria de flujo. En el dia 35 post-
inoculacion tumoral detectamos la presencia tanto de células CD4*/CD25* como
CD4+/Foxp3* (Figura 9). La poblacion de Tregs constituyd entre un 10% y un 35% de las
células T CD4* presentes en el tumor (Figura 9). Es importante notar que también
detectamos la presencia de células B (CD19") entre las células mononucleares purificadas
del parénquima tumoral (Figura 10). De acuerdo al analisis por citometria de flujo, hasta
un 15% de las células B intratumorales fueron células B regulatorias, definidas como
CD19+CD25* [92]. Estos resultados sugieren que los linfocitos regulatorios, tanto B como
T, serian reclutados al microambiente tumoral en este modelo experimental de cancer de

mama.
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Figura 9. Deteccion de Tregs intratumorales. Las células mononucleares fueron purificadas de
tumores LM3 35 dias post-inoculacion tumoral. Las células inmunes intratumorales fueron
cuantificadas mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos anti CD45, CD4, CD25 y
Foxp3. Panel superior: Porcentaje de células CD4* intratumorales, n=4; Paneles inferiores: Dot
plots representativos de Tregs intratumorales identificadas como CD45*/CD4+/CD25* o
CD45*/CD4+/Foxp3*.
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Figura 10. Presencia de Bregs en tumores mamarios LM3. Las células mononucleares
fueron purificadas de tumores LM3 35 dias post-inoculacion tumoral. Las células B
regulatorias y no regulatorias fueron cuantificadas mediante citometria de flujo utilizando
anticuerpos anti CD45, CD19 y CD25. A la izquierda se muestran dot plots representativos.

A la derecha se observa el porcentaje de Breg, n=13

Si bien los tumores LM3 crecen con alta reproducibilidad in vivo, existe una
variabilidad individual en la velocidad de crecimiento del tumor. Para definir si esta
variabilidad en el crecimiento tumoral podria estar relacionada con la infiltracién
intratumoral de células inmunes, dividimos a los animales en dos grupos dependiendo
del tamafo tumoral al dia 35. Elegimos arbitrariamente el valor de 500 mm? (mediana del
tamano tumoral al dia 35) y dividimos a los animales de acuerdo a si el tumor que
presentaban tenia un tamafio mayor o menor que ese valor (Figura 11 A). Luego
purificamos las células inmunes intratumorales para analizarlas por citometria de flujo.

Observamos que los tumores grandes presentaron menor cantidad total de células
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Figura 11. Asociacion entre infiltracion de Tregs y tamafio tumoral. Las células inmunes
intratumorales fueron purificadas de tumores grandes (>500 mm?) y chicos (<500 mm?) 35 dias
post-inoculaciéon tumoral. Las células inmunes fueron cuantificadas mediante citometria de flujo
utilizando anticuerpos anti CD45, CD4, y CD25. A, Las imagenes muestran tumores
representativos de cada grupo. B, Células inmunes totales (CD45*) en tumores grandes y chicos.
C, Porcentaje de Tregs (CD45*/CD4*/CD25*) en tumores grandes y chicos. *p<0.05 (Test t de
Student), n=4.
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inmunes intratumorales (CD45*, Figura 11 B) y que la proporcién de Tregs en los
infiltrados inmunes fue mayor que en los tumores pequefios (Figura 11 C). Estos
resultados sugieren que en este modelo la presencia de linfocitos reguladores en el tumor
podria inhibir el reclutamiento de células inmunes inflamatorias y favorecer la progresion

tumoral, como ocurre en los tumores humanos [93]

Expansion de células inmunosupresoras en bazo

A continuacion evaluamos si la presencia de un tumor LM3 en crecimiento induce la
expansion de Tregs, como ocurre en pacientes oncoldgicos [94]. Cuantificamos el contenido
de células CD4+/CD25+ en el bazo de ratones normales y de ratones portadores de tumores
LM3. Si bien no encontramos diferencias en el porcentaje de células T CD4+ totales entre los
animales controles y aquellos portadores de tumor (Figura 12 A), observamos un aumento
significativo en la poblacion de linfocitos CD4*/CD25* en el bazo de los ratones portadores
de tumor (Figura 12 B). Estas observaciones sugieren que la progresion de los tumores LM3

estaria asociada a una expansion de Tregs esplénicas.
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Figura 12. Cuantificacion de Tregs en bazo. El bazo fue extraido de ratones normales o
portadores de tumor 35 dias post-inoculacion tumoral. Las células T CD4* totales y regulatorias
fueron cuantificadas mediante citometria de flujo. A, Panel superior, porcentaje de células T
CD4. Panel inferior, dot plot representativo. B, Panel superior, nimero de Tregs esplénicas
(CD45+*/CD4+/CD25*). Panel inferior, dot plot representativo, *p<0.05 (Test ¢t de Student), n=4.
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L.B. Caracteristicas del modelo experimental 4T1

El modelo de adenocarcinoma mamario 4T1 proviene de una subpoblacion celular
seleccionada a partir de un tumor de mama originado de manera espontdnea en una
hembra BALB/c [95]. Los tumores 4T1 son capaces de desarrollar metastasis espontdneas
en pulmon e higado, entre otros 6rganos. Esta linea celular se encuentra disponible
comercialmente (ATCC®CRL-2539") por lo cual este modelo ha sido muy utilizado en las
ultimas décadas para ensayos preclinicos en oncologia translacional [96]. Este modelo
resulta representativo de tumores de mama triples negativos. Ademas, considerando que
ha sido ampliamente reportado que los tumores 4T1 son profusamente infiltrados por
Tregs [97], este modelo resulta apropiado para evaluar estrategias que apunten a limitar la
funcion de estas células. Este modelo fue altamente reproducible luego de la inoculacion
subcutdnea de 2x10° células (Figura 13). Los tumores fueron palpables alrededor del dia 9

post inoculacion, registrandose un tiempo de duplicacion de 6 dias.
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Figura 13. Crecimiento subcutaneo del tumor 4T1. Las células 4T1 (2x105) fueron inyectadas s.c.
en ratones singeneicos BALB/c. El grafico muestra la curva de regresion y la media + SEM del

tamarnio tumoral a distintos tiempos (n= 12 ratones).

El desarrollo de metastasis pulmonares espontaneas fue evaluado 35 dias luego de
la inoculacién s.c. del tumor primario. En ese momento, los ratones eran portadores de
tumores de aproximadamente 600 a 700 mm?® y no presentaban sintomas visibles de
distrés. Todos los animales inoculados con tumor primario desarrollaron metdstasis
pulmonares. Fueron detectadas entre 20 y 80 metdstasis pulmonares en cada raton (Figura

14 A). En la Figura 14 B puede observarse la histologia de un pulmén con una gran
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metastasis que contiene abundantes figuras de mitosis, ademds de engrosamiento de los

tabiques interalveolares.
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Figura 14. Metastasis pulmonares espontineas en ratones portadores de tumores 4T1. Las

metastasis pulmonares fueron cuantificadas el dia 35 luego de la inoculacion s.c. de células 4T1. A,

Numero de metdastasis pulmonares/raton. B, Histologia de las metdstasis pulmonares (panel

izquierdo) y amplificacion del cuadrante (panel derecho). Las flechas indican células mitdticas. El

inserto muestra una imagen representativa de los pulmones fijados con Bouin.

En los cortes histologicos del tumor 4T1 pudimos observar que las células

tumorales son capaces de infiltrar el tejido no neopldsico adyacente (Figura 15 A).

Ademas se observan dreas de necrosis (Figura 15 B), como asi también gran cantidad de

figuras mitoticas aberrantes (Figura 15 C). Mediante la cuantificacion de figuras mitoticas

se determino que el indice mitoético de estos tumores fue de 3,30% + 1,08.
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Figura 15. Histologia de los adenocarcinomas mamarios 4T1. Cortes de parafina de los
tumores 4T1 obtenidos 35 dias luego de la inoculaciéon del tumor fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina. En las microfotografias puede observarse el tumor (T) infiltrando el
tejido no neoplasico adyacente (A). Se observan areas de necrosis (N) y abundantes figuras

mitoticas (flechas).
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Cuando evaluamos la presencia de células inmunes en los tumores 4T1 al dia 35
post-inoculacion tumoral, observamos abundantes células CD45* en el microambiente
tumoral (Figura 16 A). Mediante el uso de marcadores especificos para las distintas
subpoblaciones observamos gran cantidad de células T CD8+ (Figura 16 B), mientras que
las células presentadoras de antigeno (MCHII*) fueron muy escasas tanto en el
microambiente tumoral como en su periferia (Figura 16 C). El anadlisis por citometria de
flujo de las células mononucleares purificadas de estos tumores mostr6é que estos tumores
se encuentran infiltrados por Tregs, que constituyen un 20-30% del total de células CD4*

intratumorales (Figura 16 D).
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Figura 16. Deteccion de células inmunes en carcinomas mamarios 4T1. Las células inmunes fueron
identificadas por inmunofluorescencia indirecta en cortes de cridstato de tumores 4T1 usando
anticuerpos especificos contra A, CD45, B, CD8 y C, CMH II. T: tumor. El inserto en cada panel
muestra células inmunorreactivas representativas a mayor aumento. D, Las células inmunes
intratumorales fueron purificadas y analizadas mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos
anti CD45, CD4, y Foxp3. Las Tregs fueron identificadas como CD45*/CD4*/Foxp3-.

Nuestras observaciones indican que ambos modelos experimentales, LM3 y 4T1,
son apropiados para evaluar estrategias terapéuticas que apunten a reducir la accion de

Tregs y estimular una respuesta inmune antitumoral.
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Capitulo II: Optimizacion de vacunas de células dendriticas

Las estrategias de vacunacion con CDs requieren obtener un niamero suficiente de
CDs maduras con capacidad de brindar las cuatro sefiales criticas: interaccion del receptor
de la célula T CD8* 0 CD4* con el péptido presentado en las moléculas del CMH de tipo I
o II, regulacion de las moléculas co-estimulatorias, diferenciacion hacia un perfil de
respuesta inmune y regulacion del trafico de las células T efectoras [98]. En esta etapa

evaluamos distintos protocolos de produccion y maduracion de CDs.

II.LA. Evaluacion de combinaciones de citoquinas para la generacion de CDs a partir

células progenitoras de MO

Varios estudios demuestran que GM-CSF induce la expansion CDs in vivo e in vitro
y pueden enriquecerse ain mas con la adicion de IL-4 [99, 100]. Otra metodologia para
generar CDs a partir de cultivos de MO ha sido el uso de FIt3L+IL-6, que genera CDs con
caracteristicas fenotipicas mas diversas [101]. En una primera instancia, evaluamos la
eficiencia de estas dos combinaciones de citoquinas para generar CDs a partir de MO de
raton (Figura 17 A). Las preparaciones de CDs obtenidas a partir de la incubacién por 10-
14 dias con 50 ng/ml de IL-6 y 100 ng/ml de FtI3-L tuvieron un rendimiento de 0,30x10°

0,07 células por raton y una pureza de tan sélo 30% de células CD11c*. El rendimiento y la
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Figura 17. Rendimiento y pureza de cultivos de CDs. A, Precursores de MO de ratones BALB/c
fueron incubados con 10 ng/ml de IL4 y 10 ng/ml de GMCSF o con 10 ng/ml de IL-6 y 50 ng/ml
FtI3L por 7 a 13 dias. B, Numero de CDs obtenidas de MO de cada raton. *p<0.05 (Test t de
Student). C, El dot plot muestra la pureza de un cultivo representativo realizado con GM-CSF e IL-

4. El inserto muestra una CD con inmunomarcacion de CD11c.
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pureza de estos cultivos fue independiente del tiempo de incubacion con IL-6+FIt3L. Sin
embargo, las preparaciones de CDs obtenidas a partir del tratamiento con GM-CSF+IL-4
exhibieron un mejor rendimiento y pureza. Los cultivos procesados al dia 7 mostraron un
rendimiento de 1,40 x10°¢ + 0,31 células y presentaron un 70-90% de células CD11c* (Figura
17 C). En vista de estos resultados, la combinacion de GM-CSF+IL-4 fue utilizada para

generar las CDs en protocolos de vacunacion.

I1.B. Evaluacion de agonistas de TLR como adyuvantes de vacunas antitumorales en

modelos murinos de carcinoma mamario metastdtico

Los agonistas de receptores tipo toll (TLR) han sido ampliamente utilizados como
inmunomoduladores y adyuvantes de vacunas de péptidos y de CDs [102]. La
combinacion de agonistas de TLR es una estrategia que puede mejorar la inmunidad
antitumoral, habiendo sido propuesto que la estimulacién simultdnea de multiples TLRs
es necesaria para lograr una respuesta inmune efectiva [78, 79]. Dado que los agonistas de
TLR9 y TLR7/8 son agentes inmunoestimuladores no toxicos en pacientes humanos [103,
104], nuestro objetivo fue evaluar si la adicion del agonista de TLR7, R848 mejora el efecto
proinflammatorio del ligando de TLR9, CpG1826, en preparaciones de CDs.

Una de las caracteristicas principales de las CDs es su habilidad para activar a los
linfocitos T [105]. Con el fin de evaluar el efecto de los agonistas de TLR sobre la
capacidad de las CDs para facilitar la proliferacion de células T, realizamos una reaccion
de leucocitos mezclados (MLR) (Figura 18 A). En los cocultivos de CDs estimuladas por 2
hs. con CpG1826 se observé un aumento en la proliferacion de esplenocitos alogeneicos
con respecto al control (Figura 18 B). Aunque este efecto no se observo cuando las CDs
fueron incubadas con R848 sodlo, las CDs activadas con R848 en combinacion con CpG
también fueron capaces de inducir la proliferacidon de leucocitos alogeneicos (Figura 18 B).
Cuando evaluamos estos efectos luego de 24 hs. de estimulacion de las CDs, observamos
que estos efectos se atentian, y CpG solo o en combinacién con R848 so6lo inducen un leve
aumento no significativo con respecto al control (Figura 18 C). Luego de 48 hs de
incubacion con agonistas de TLR, no observamos cambios entre los grupos. (Figura 18 D).

En experimentos in vivo, evaluamos la eficacia profilactica de vacunas de CDs

estimuladas con los agonistas de TLR. Utilizamos un esquema de vacunacion profilactica
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Figura 18. Reaccmn de leucocitos mezclados alogeneica. A, Precursores de MO de ratones
BALB/c fueron cultivados en presencia de IL-4+GM-CSF durante 7 dias. Las CDs obtenidas
fueron incubadas con lisados tumorales para luego ser estimuladas con los agonistas de TLR9
(CpGiszs, 10 ug/ml) y/o TLR7/8 (R848, 10 pg/ml) durante 2 (B), 24 (C) o 48 hs. (D). Luego, las
CDs fueron fijadas y finalmente fueron incubadas con esplenocitos alogeneicos de ratones
C57/Bl6 durante 72 hs. La incorporaciéon de BrDU por las células en proliferacion fue
determinada por ELISA. *p<0.05 vs RPMI (ANOVA, seguido por test Tukey).

para evaluar con claridad la eficacia antitumoral y anti-metastatica de las vacunas
antitumorales de CDs. Los animales recibieron dos inyecciones de vacunas de CDs en el
dia 14 y 1 antes de la implantacion del tumor (Figura 19). Es importante mencionar que
las CDs fueron previamente incubadas durante 3 hs. con lisados celulares de modo de
lograr inmunidad antitumoral especifica. Al momento de la inyeccion se adicionaron los

agonistas de TLR a las preparaciones de CDs.

-Control -Control

-CDs+CpG -CDs+CpG Inoculacion de tumor
-CDs+R848 -CDs+R848 LM3 o 4T1
-CDs+CpG+R848 -CDs+CpG+R848

hY R Y

¢ ¢
-14 -1 0 dias' -Cuantificacion de metastasis

-Sobrevida
LY

Figura 19. Esquema de vacunacién profilactica. Ratones BALB/c recibieron dos inyecciones
s.c. (1 y 14 dias antes de la inoculacién tumoral) de vacunas antitumorales. CDs obtenidas
de cultivos de MO fueron cargadas con lisados de células tumorales durante 3 hs. Al
momento de la inyecciéon se adicionaron los agonistas de TLR a las preparaciones de CDs
CpGaszs, 10 pg/ml, R848, 10ug/ml o la combinacion de ambos. En el dia 0, los ratones fueron
inoculados (s.c.) con 200.000 células singeneicas de carcinoma mamario LM3 o 4T1.
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En el modelo de carcinoma mamario murino LM3, si bien no hubo diferencias en
la sobrevida de los animales tratados con vacunas R848-CDs con respecto al control, el
50% de los animales tratados con vacunas de CDs activadas con CpG mostraron
sobrevida a largo plazo (Figura 20 A). Sin embargo, en el caso de los animales tratados
con vacunas de CDs activadas con CpG+R848, so6lo el 25% de los animales sobrevivid a
largo plazo. Notese, que la adicion de R848 redujo la eficacia de las vacunas activadas con
CpG (Figura 20 A). Con el objetivo de evaluar la capacidad de las distintas preparaciones
de CDs para inducir memoria inmunoldgica, los ratones sobrevivientes fueron
reinoculados con tumores en el flanco contralateral 4 meses luego de la inoculacion del

primer tumor, sin recibir ningtn tratamiento adicional. Ratones naive fueron inoculados
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Figura 20. Eficacia de vacunas de CDs activadas con agonistas de TLR en el modelo murino de
cancer de mama LM3. A, Curvas de sobrevida Kaplan-Meier de ratones portadores de tumores LM3
tratados con vacunas de CDs activadas con los agonistas de TLR. *p<0.05 vs control (Long-rank test,
n=7-10). B, Curvas de sobrevida Kaplan-Meier de ratones reinoculados con tumores LM3 que no
recibieron tratamiento adicional. *p<0.05 vs naive (Long-rank test). C, Las metastasis pulmonares

fueron cuantificadas bajo lupa. *p<0.05 vs control (Kruskall Wallis seguido de Dunn’s test).
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con tumor como control de crecimiento tumoral. Todos aquellos animales que recibieron
inicialmente vacunas activadas con CpG no desarrollaron tumores, sin embargo los
ratones que recibieron vacunas de CpG-R848 sucumbieron a la progresion tumoral post-
reinoculacion tumoral (Figura 20 B). Cuando estudiamos la presencia de metastasis en los
pulmones de los animales tratados observamos que sdlo las vacunas estimuladas con CpG
disminuyeron el desarrollo de metastasis pulmonares (Figura 20 C). Es importante notar
que la adicion de R848 a las CDs estimuladas con CpG bloqued el efecto antimetastasico
de la vacuna (Figura 20 C).

Con el objetivo de evaluar estas vacunas en un segundo modelo preclinico de cancer de
mama, administramos las vacunas profilacticas en ratones que luego fueron inoculados
con tumores 4T1. En este modelo, si bien no observamos sobrevida a largo plazo, las
vacunas de CDs activadas con CpG promovieron un aumento significativo en la
sobrevida mediana en comparacion con los ratones control (Figura 21 A), efecto que fue
suprimido cuando se adicioné R848 a las CDs activadas con CpG (Figura 21 A). No
observamos ningtin efecto anti-metastatico (Figura 21 B),

Nuestros resultados indican que la utilizacién profildctica de vacunas de CDs
activadas con el agonista de TLR9, CpG1826, resulta beneficiosa en modelos murinos de
cancer de mama. La utilizacién del agonista de TLR7, R848, no muestra ningtin beneficio
terapéutico. De hecho, R848 inhibe el efecto antitumoral de las vacunas estimuladas con
CpG, por lo que la combinacién de ambos agonistas no seria apropiada para inducir

inmunidad antitumoral.
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Figura 21. Eficacia de las vacunas de CDs luego de la activaciéon dual de TLR en el modelo
murino de cancer de mama 4T1. A, Curvas de sobrevida Kaplan-Meier de ratones portadores de
tumores 4T1 tratados con vacunas de CDs activadas con los agonistas de TLR. *p<0.05 vs control

(Long-rank test, n=5). B, Las metastasis pulmonares fueron cuantificadas bajo lupa.
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I1.C. Evaluacion de la maduracion de CDs inducida por agonistas de TLR in vitro

En vista de nuestros resultados in vivo, evaluamos in vitro si la adicion de R848
afecta la activacion de CDs inducida por CpG. Para ello, incubamos las CDs en presencia
de los agonistas de TLR y estudiamos sus caracteristicas fenotipicas. Primero evaluamos
la viabilidad de las CDs 2, 24 y 48 hs. post-estimulacion con los agonistas de TLR (Figura
22). Si bien al finalizar el cultivo, la mortalidad es menor al 5%, luego de 2 hs de
estimulacion la mortalidad fue del 20%, sin observarse diferencias entre los grupos. En
todos los grupos tratados encontramos un aumento en la mortalidad celular a las 24 y 48
hs con respecto a su control correspondiente a 2 hs. También observamos que a las 48
horas de incubacién de las CDs, la combinacion de ambos agonistas aumenta la
mortalidad celular con respecto a las CDs incubadas con CpG o R848 individualmente

(Figura 22).
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Figura 22. Mortalidad in vitro de CDs activadas con agonistas de TLR. La
mortalidad celular fue evaluada luego de 2, 24 y 48 hs. mediante exclusién de
azul de Tripan. *p<0.05 vs 2 hs., *p<0.05 vs respectivo CpG (ANOVA seguido
del test de Tukey), n=4.

Teniendo en cuenta que durante la maduracién las CDs aumentan la expresion de
moléculas coestimulatorias que son necesarias para una activacion eficiente de células T
[106], evaluamos los niveles de expresion de CD86 y del CMH II en CDs viables en
respuesta a la estimulacion de los TLR (Figura 23). Luego de 24 hs. de estimulacién no

observamos diferencias en el nimero de CDs inmunorreactivas para CD86 entre el grupo
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de control y los grupos experimentales (Figura 23 A, panel izquierdo). Sin embargo, a las
48 hs. encontramos un aumento en la expresion de CD86 en las CDs tratadas con CpG 6
R848 versus el grupo control. No obstante, la combinacién de CpG+R-848 mostré una
disminucion de la expresion de CD86. (Figura 23 B, panel derecho).

Cuando evaluamos la expresion de CMH II, observamos que la estimulacion con
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Figura 23. Expresion de marcadores de co-activacion en CDs activadas con agonistas de TLR.
La expresion de CD86 (A) y CMH II (B) en CDs viables fue evaluada mediante FACS luego de la
estimulacién con agonistas de TLR durante 24 6 48 hs. Se muestran histogramas (paneles
superiores) y dot plots (paneles inferiores) representativos de cada condicion. En los histogramas

el isotipo correspondiente se muestra en rojo.

los diferentes agonistas de TLR o la combinacién de los mismos, durante 24 hs o 48 no
indujo cambios respecto el porcentaje de células CMH II* (Figura 23 B). Sin embargo,
cuando evaluamos la intensidad media de fluorescencia (Gmean) observamos un
aumento en CpG a las 48 hs. con respecto al control, y el tratamiento dual disminuye su

expresion respecto al control y a CpG (Figura 23 B, panel derecho).
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A continuacién investigamos el patron de produccion de citoquinas en las CDs
activadas con CpG, R848 o la combinacion de ambos durante 24 hs, de modo de permitir
la acumulacion de citoquinas en el sobrenadante de las CDs, mediante la técnica de ELISA
(Figura 24). Se evalud la produccion de IFN-y e IL-12p70, ya que son citoquinas
proinflammatorias implicadas en la respuesta Thl y en la activaciéon de linfocitos
citotoxicos [107, 108]. También medimos la sintesis de TNF-a debido a que esta citoquina
ha sido involucrada en la maduracion de las CDs [109] y evaluamos la produccién de IL-
10, una citoquina con funciones inmunosupresoras que ha sido implicada en el escape
inmunoldgico tumoral [110, 111]. Observamos que la estimulacion de CDs con CpG
aumento significativamente la secrecion de IFN-y, IL-12p70 e IL-10, pero R848 solo fue
capaz de incrementar la produccion de IL-10 (Figura 24). Cuando utilizamos ambos
agonistas en combinacion, encontramos una inhibiciéon en la secrecién de IFN-y e IL-
12p70 inducida por CpG, sin detectar cambios en los niveles de IL-10 (Figura 24).
Notoriamente, el R848 fue el tinico capaz de estimular la secrecion de TNF-a. En este
caso, la activacion dual con los agonistas de TLR no afectd significativamente la secrecion

de esta citoquina inducida por R848 sélo (Figura 24).
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Figura 24. Secrecion de citoquinas por CDs activadas con agonistas de TLR. Las CDs fueron
estimuladas con CpGiss (C), R848 (R), o la combinaciéon de ambos (C+R) durante 24 hs. La
concentracién de IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-10 fue determinada en el sobrenadante de cultivo
mediante la técnica de ELISA. *p<0.05 vs RPMI, n=11-20.

Una caracteristica del proceso de maduracion es la disminucion de la capacidad
fagocitica, lo cual restringiria la capacidad de las CDs maduras para capturar y presentar
antigenos encontrados después del estimulo inicial [112]. Para continuar con la evaluacién
del estado de maduracion de las CDs activadas, determinamos su capacidad fagocitica

utilizando microesferas fluorescentes, que pueden ser luego visualizadas dentro del
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citoplasma cuando las CDs son marcadas con faloidina, bajo microscopia de
fluorencencia. Las CDs fueron estimuladas a diferentes tiempos con los agonistas de TLR
y, luego de la remocion de los mismos del medio de cultivo, fueron incubadas con las
microesferas. Se observo una reduccion en el porcentaje de CDs fagociticas a partir de las
2 hs de incubacion con CpG, que fue revertida cuando afiadimos simultaneamente R848
(Figura 25 A-B). Si bien la incubacion con R848 per se no modifico el porcentaje de CDs
fagociticas a tiempos mas cortos (Figura 25 A-B), si inhibi¢ la fagocitosis luego de 48 hs.
de incubacién (Figura 25 C). En la Figura 25 D se muestran fotos representativas.
Nuestros resultados in vitro sugieren que, mientras que R848 no tiene un efecto
robusto sobre la maduracion de las CDs, el agonista de TLR9, CpG1826, es un estimulante

apropiado para la correcta maduraciéon de las CDs. Sin embargo, la activacion
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Figura 25. Capacidad fagocitica de las CDs luego de la activacién con agonistas de TLR. Las

barras representan la media +/- ICa005s del porcentaje de CDs conteniendo microesferas
fluorescentes en su citoplasma luego de 2 (A), 24 (B) o 48 horas (C) de estimulacién con CpG,
R848 o la combinaciéon de ambos. *p<0.05 vs RPMI; "p<0.05 vs CpG (x?). D, Microfotografias
representativas de células inmunomarcadas con anticuerpos anti-MHCII o anti-CD11c (rojo). Las

flechas indican células conteniendo microesferas fluorescentes (verde). Los nucleos fueron

tefiidos con DAPI (azul).
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concomitante de TLR9 y TLR7 tiene un efecto negativo sobre el proceso de maduracién de
las CDs y acelera los procesos de muerte celular en estas células. En vista de estas
observaciones procedimos a la evaluacion de diferentes vias activadas durante la
estimulacion de TLR con la finalidad de dilucidar potenciales mecanismos por los cuales

R848 es capaz de inhibir la maduracion de CDs inducida por CpG.

Papel de las o6xido nitrico sintasas (NOS) en la activacion de las CDs inducida por
agonistas de TLR

El 6xido nitrico parece ser un mediador importante en la activacion de las CDs. Sin
embargo, han sido reportado que este mediador ejerce tanto efectos pro-inflamatorios
como tolerogénicos en las CDs [113-115]. A continuacién, evaluamos si la produccion de
oxido nitrico esta involucrada en el efecto inhibitorio de R848 sobre la activacion de CDs
inducida por CpG. Para ello, incubamos las CDs con los agonistas de TLR en presencia de
un inhibidor de las 6xido nitrico sintasas (NOS), el L-NAME, durante 24 horas y
evaluamos indicadores de maduracion (Figura 26). El bloqueo de NOS incrementd la

producciéon de IL-12 inducida por CpG (Figura 26 A) y redujo la liberacion de IL-10
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Figura 26. Efecto del bloqueo de la NOS sobre la activaciéon de CDs inducida por agonistas de
TLR. A-B, Las CDs fueron incubadas con CpG sélo o en combinacién con R848 durante 24 hs. en
presencia de un inhibidor de las éxido nitrico sintasas, L-NAME (0.5 mM). La concentracion de
IL-12 (A) e IL-10 (B) en el sobrenadante de las CDs fue determinada por ELISA. C, Las CDs
fueron incubadas con lisados tumorales de células 4T1 durante 3 hs. para luego ser estimuladas
con CpG soélo o combinado con R848 durante 2 hs en presencia del inhibidor L-NAME. Luego,
las CDs fueron fijadas e incubadas con esplenocitos alogeneicos durante 72 hs. La incorporacién
de BrDU fue determinada por ELISA. *p<0.05 vs RPMI (Test t de Student apareada), n=12-18.
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(Figura 26 B). Sin embargo, el bloqueo de NOS no modificé la sintesis de IL-12 o IL-10 en
CDs tratadas con CpG+R848. Consecuentemente, el bloqueo de NOS aumento la
habilidad de las CDs estimuladas con CpG para sostener la proliferacion de leucocitos en
el MLR alogeneico, pero no afecto a las CDs estimuladas con CpG+R848 (Figura 26 C).
Nuestros resultados sugieren que si bien la actividad de NOS inducida por estimulacion
de TLR9 tiene un efecto inhibitorio sobre la activacién de CDs, esta enzima no esta
involucrada en el efecto inhibitorio de R848 sobre la maduracion de CDs inducida por

CpG.

Papel de las indolamida 2,3 dioxigenasa (IDO) en la activacion de las CDs inducida por
agonistas de TLR

A continuacion exploramos el papel de IDO en la maduracion de nuestras
preparaciones de CDs. La enzima IDO es la responsable de catabolizar al triptofano y ha
sido involucrada en respuestas inmunes supresoras [116]. Ha sido demostrado que las

CDs que expresan IDO tienen capacidad para suprimir la proliferacion de linfocitos T y
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Figura 27. Efecto del bloqueo de la IDO sobre la activacion de CDs inducida por agonistas de
TLR. A-B, Las CDs fueron incubadas con CpG solo o en combinacién con R848 durante 24 hs. en
presencia de un inhibidor de la enzima IDO, 1-D-MT (0.5 mM). La concentracion de IL-12 (A) e
IL-10 (B) en el sobrenadante de cultivo fue determinada por ELISA. C, Las CDs fueron incubadas
con lisados tumorales durante 3 hs. y luego estimuladas con CpG sélo o en combinaciéon con
R848 durante 2 hs. en presencia del inhibidor 1-D-MT. Luego, las CDs fueron fijadas e incubadas
con leucocitos alogeneicos durante 72 hs. La incorporacion de BrDU fue detectada por ELISA.
*p<0.05 vs RPMI (Test t de Student apareada), n=6-18.
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estan involucradas en el establecimiento de la tolerancia sistémica. [117, 118]. Si bien la
funcién de IDO sobre la maduraciéon de las CDs no ha sido atn definida claramente, ha
sido reportado que la activacion de TLRs puede inducir la actividad de IDO en CD [119].
Por ello investigamos si IDO esta involucrada en la maduracion de las CDs luego de la
activacion dual de los TLRs. Con ese fin, incubamos las preparaciones de CDs en
presencia de los agonistas de TLR y un inhibidor de la enzima IDO, el 1-D-MT [120], y
determinamos la secrecion de IL-12 e IL-10. A pesar de que el 1-D-MT no modifico la
secrecion de IL-12, la inhibiciéon de la IDO redujo la secreciéon de IL-10 en las CDs
estimuladas tanto con CpG so6lo como combinado con R848 (Figura 27 A-B). Sin embargo,
el 1-D-MT solo mejord la capacidad de sostener la proliferacion de leucocitos alogeneicos
en las CDs estimuladas con CpG (Figura 27 C). Estos resultados indican que aunque IDO
no parece estar involucrada en el efecto inhibitorio de R-848 sobre la maduracion de CDs
inducida por CpG, el bloqueo de esta enzima podria mejorar la maduracion de las CDs
inducida por activacién de TLR9.

Papel del NF-xB en la activacion de CDs mediada por TLR

Nuestros resultados sugieren que aunque NOS e IDO ejercen un efecto inhibitorio
en la maduracion de las CDs en respuesta a la estimulacién de TLR9, estas vias no parecen
estar involucradas en la inhibiciéon de la maduracién de CDs observada luego de la
activacion dual de TLR7 y TLR9. Dado que ambas vias de TLR conducen a la fosforilacion
y la traslocacion nuclear del factor de transcripcion NF-«B [121], hipotetizamos que la
desregulacion en la activacion de la via de NF-xB podria estar involucrada en la
inhibicién de la maduracién de las CDs observada luego de la activacion simultanea de
TLR9 y TLR7.

Para investigar esta via utilizamos dos inhibidores de NF-«kB: el BAY11-7082, un
inhibidor irreversible de IKK a [122], y el Ro 106-9920, el cual se postula ejerce el bloqueo
de esta via mediante inhibicién de la ubiquitinaciéon de IkBa [123]. Se seleccioné una
dosis de cada uno de los inhibidores, con la cual la viabilidad de las CDs no se afectara,
pero tuviera un efecto bloqueante. Para evaluar estos pardmetros realizamos una curva de
dosis y se evalud la secrecion de IL-12 inducida por CpG en presencia de cada inhibidor
(Figura 28). Observamos que la dosis de 2 uM de BAY11-7082 y 10 uM de Ro 106-9920

tienen un efecto inhibitorio sobre la secrecion de IL-12 inducida por CpG sin afectar la
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Figura 28. Curvas dosis-respuesta de inhibidores de NF-xB en CDs. A-B, Las CDs
fueron incubadas por 24 hs. con distintas dosis de inhibidores de la via NF-xB, BAY11-
7082 (A) o0 Ro 106-9920 (B) y se evalu¢ la viabilidad celular mediante el método de MTT.
C-D, Las CDs fueron estimuladas 24 hs. con CpG en presencia de BAY11-7082 (C) o Ro
106-9920 (D) y se determind la secrecion de IL-12 mediante ELISA.

viabilidad de las CDs (Figura 28). Luego evaluamos el efecto del bloqueo de NF-kB sobre
la secrecion de citoquinas en CDs incubadas con CpG sélo o en combinacion con R848

utilizando las concentraciones de inhibidores seleccionadas. Observamos que tanto
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Figura 29. Efecto del bloqueo de NF-kB sobre la secrecion de citoquinas inducida por
agonistas de TLR en CDs. A, Las CDs fueron incubadas con CpG sé6lo o en combinacién con
R848 durante 24 hs. en presencia de BAY117082 (2 uM) y se evalud la concentracion de IL-12 e
IFN-y en el sobrenadante de cultivo por ELISA. *p<0.05 vs RPMI (Test t de Student apareada). B,
Las CDs fueron incubadas con CpG o CpG+R-848 en presencia de Ro106-9920 (10 uM) y se evalud
la concentracion de IL-12 en el sobrenadante del cultivo por ELISA. *p<0.05 vs control sin Ro106-
9920 (Test t de Student apareada).
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BAY11-7082 como Ro 106-9920 inhibieron significativamente la produccion de IL-12
inducida por CpG, pero no modificaron la inhibicion inducida por la presencia
concomitante de R848 (Figura 29). Por otra parte, la inhibicion de NF-xB condujo a una
reduccion significativa de la secreciéon de IFN-y inducida tanto por CpG como por
CpG+R848 (Figura 29 A).

Dado que NF-«B es necesario para la adecuada produccion de citoquinas y para la
supervivencia de las CDs, dos caracteristicas que encontramos alteradas cuando TLR9 y
TLRY7 fueron activados simultaneamente, evaluamos si la via de NF-kB era correctamente
activada luego de la incubaciéon con CpG y R-848. En primer término, evaluamos
mediante western blot la expresion de la subunidad de NF-xB p65 (RelA) fosforilada en

las CDs estimuladas con ambos agonistas durante 24 horas. La fosforilacion de NF-xB p65
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Figura 30. Evaluacion de la activacion de la via de NF-xB en respuesta a la estimulacién de
TLR7/8 y TLRY. A, Las CDs fueron incubadas con CpG y R848 solos o en combinacién durante 24

hs. Se extrajeron proteinas y se evalu6 la concentracion de p65 fosforilada mediante Western Blot.

Los datos fueron relativizado a la expresiéon de control interno, -actina. B, Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de fosfo-p65 por célula. C, Fotos representativas de la
inmunofluorescencia de fosfo-p65 en CDs de cada grupo experimental. *p<0.05 vs RPMI, *p<0.05
vs CpG (ANOVA seguido del test de Tukey), n=7.
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en residuos especificos de serina o treonina son particularmente importantes porque son
capaces de aumentar su capacidad transcripcional [124]. Observamos que sélo CpG
aumento significativamente el contenido de fosfo-p65 (Figura 30 A). Es importante notar
que dicho aumento es bloqueado cuando se adiciona R848. Teniendo en cuenta que fosfo-
p65 puede localizar tanto en nticleo como en el citoplasma, evaluamos la intensidad de
fluorescencia de fosfo-p65 nuclear mediante inmunofluorescencia indirecta (Figura 30 B-
C). Observamos un aumento en la intensidad de fluorescencia de fosfo-p65-NF-kB nuclear
en las CDs estimuladas con CpG o con R848 individualmente, el cual se ve
significativamente reducido con la estimulacién dual (Figura 30, B-C). Cuando evaluamos
la via de NF-«B a las 4 hs de estimulacion, tanto CpG como la combinacion de CpG+R848
son capaces de aumentar fosfo-p65 nuclear mientras que R848 no indujo cambios (Figura
31).

Estos resultados sugieren que una activacion incompleta de la via de NF-kB puede
estar involucrada en el efecto inhibitorio de R848 sobre la activacion de CDs mediada por
CpG.
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Figura 31. Activacion de la via de NF-kB en CDs activadas con agonistas de TLR a tiempos

cortos. Las CDs fueron estimuladas por 4 hs. con CpG, R848 o la combinacién de ambos. A,
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de fosfo-p65 por célula. B, Fotos
representativas de la inmunofluorescencia de fosfo-p65 en CDs de cada grupo experimental.
*p<0.05 vs RPMI (ANOVA seguido del test de Tukey), n=3.
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I1.D. Evaluacion de los agonistas de TLR7 y TLRY en la activacion de CDs humanas

Considerando que existen diferencias en el fenotipo entre las CDs murinas y
humanas [125], evaluamos el efecto de los agonistas de TLR9 y TLR7/8 sobre la activacion
de CDs humanas. Monocitos fueron purificados de sangre periférica de donantes adultos

sanos mediante MACS, obteniendo una pureza del 96-99% (Figura 32 A). Los PBMCs
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Figura 32. Expresion de co-activadores luego de la activacion de TLR7/8 y TLR9 en CDs

humanas. A, Monocitos purificados de sangre periférica (PBMCs), fueron incubados con GM-CSF
e IL-4. La pureza de los cultivos de CDs fue de mas del 90%, segtin el analisis por FACS de CD1a.
B-C, Las CDs humanas fueron incubadas con agonistas de TLR9 humanos CpG2006 o IMT504 y el
agonista de TLR7/8, R848 durante 24 hs. Se evalu6 la expresion de HLA-DR (B) y CD86 (C) por
citometria de flujo. *p<0.05 vs RPMI, *p<0.05 vs R848 (ANOVA seguido del test de Tukey). Se

muestran dot plots representativos, n=2.
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fueron cultivados con GM-CSF+IL-4 durante 5 dias. La pureza de los cultivos fue de mas
del 90% de celulas CD1a*, segtn el analisis por citometria de flujo (Figura 32 A). Las CDs
humanas fueron incubadas por 24 hs con los agonistas de TLR9 humano, CpG2006 e
IMT504 [126], y el agonista de TLR7/8, R848, utilizados solos o en combinacion. Cuando
evaluamos la expresion de marcadores de co-activacion en las CDs humanas observamos
que mientras los agonistas de TLR9 indujeron una estimulacion muy débil de la expresion
de HLA-DR (Figura 32 B) y CD86 (Figura 32 C), R848 produjo un fuerte aumento en los
niveles de expresion de estos marcadores. En concordancia con nuestros resultados en
CDs murinas, la estimulacion dual de los receptores TLR9 y TLR7/8 redujo la activacion
de las CDs humanas comparada con R848 sélo (Figura 32 A-B).

Cuando evaluamos el efecto de los agonistas de TLR sobre la capacidad
fagocitica de las CDs humanas observamos que luego de 24 hs. de estimulacion sélo R848
redujo el porcentaje de células fagociticas, siendo este efecto revertido por la estimulacion

concomitante de TLR9 utilizando tanto CpG2006 como IMT504 (Figura 33 A).
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Figura 33. Capacidad fagocitica y MLR alogeneico luego de la activacion dual de TLR7/8 y
TLR9 en CDs humanas. Las CDs humanas fueron incubadas con agonistas de TLR9 humanos
CpG2006 o IMT504 y el agonista de TLR7/8, R848 durante 24 horas para ensayo de MLR hs. A,
Luego de la incubacién con los agonistas de TLR las CDs fueron incubadas con microesferas
fluorescentes. Las barras representan la media +/- ICa=005 del porcentaje de CDs conteniendo
microesferas fluorescentes en su citoplasma luego 16 horas. *p<0.05 vs RPMI. Test de x2. B,
Luego de la incubaciéon con los agonistas de TLR, las CDs fueron fijadas e incubadas con
linfocitos purificados de sangre periférica de otro paciente durante 72 hs. La incorporacion de
BrDU por los linfocitos en proliferacion fue determinada por ELISA. *p<0.05 vs RPMI (ANOVA,
seguido por test Tukey), n=3.

Por ultimo, analizamos la capacidad de las CDs estimuladas por 2 hs. con los
diferentes agonistas, de sostener la proliferacion de linfocitos T alogeneicos (Figura 33 B).
En concordancia con los resultados observados previamente, la combinacién de los
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agonistas de TLR, CpG y R848 redujola proliferacion de linfocitos T con respecto al resto
de las condiciones experimentales (Figura 33 B).

Nuestros resultados indican que R848 puede ser un adyuvante 1util para las
vacunas de CDs humanas y que la estimulacion de multiples TLR debe ser

cuidadosamente estudiada para su uso en la terapia antitumoral.
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Capitulo III: Bloqueo terapéutico de Foxp3

III.A. Efecto de la wacunacion con células dendriticas sobre las poblaciones

linfocitarias de bazo y tumor

Las células T regulatorias (Tregs) han sido involucradas en la baja eficacia de las
modalidades inmunoterapéuticas en pacientes con cancer [127]. Nuestro objetivo general
es bloquear la accion de estas células para mejorar la inmunidad antitumoral inducida

por vacunas antitumorales. En una primera instancia evaluamos si la vacunacion con CDs
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Figura 34. Efecto de la vacunacion antitumoral sobre las poblaciones linfocitarias esplénicas. A,
Esquema de vacunacion terapéutica. Ratones portadores de tumores LM3 recibieron vacunas de
CDs cargadas con lisados de células LM3 y activadas con CpG. El contenido de Tregs
(CD4+/Foxp3*, B), linfocitos CD4+ (C) y CD8+ (D) en bazo fue evaluado 0, 3 y 9 dias post
vacunacién mediante citometria de flujo. E, Relacion entre el contenido de Tregs/linfocitos CD8* F,
Relaciéon entre el contenido de Tregs/CD4* esplénicas. G, Dot plots representativos de las
poblaciones linfocitarias en bazo a distintos tiempos post vacunaciéon. *p<0.05 vs d0 (ANOVA

seguido del test de Tukey), n=3. 69
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en ratones portadores de tumores LM3, es capaz de inducir la expansion de Tregs, como
ocurre en pacientes oncologicos. Para ello los ratones fueron inoculados con tumores LM3
y recibieron vacunas antitumorales 20 dias post-inoculacion tumoral. CDs cargadas con
lisados de células tumorales, fueron activadas con CpG al momento de la inoculacion e
inyectadas s.c. en el flanco contralateral al tumor (Figura 34 A). Evaluamos el contenido
de Tregs (CD4*/Foxp3*), linfocitos CD4* y CD8* en bazo y tumor a diferentes tiempos
post-vacunacion (Figura 34-35). Observamos un aumento en el ntmero de Tregs,
linfocitos CD4+ y CD8+ en el bazo 3 y 9 dias luego de la vacunacion. La relacion de
Tregs/linfocitos CD8+ aumentd al dia 3 post-vacunacion (p<0,05), volviendo a los niveles
iniciales al dia 9 (Figura 34 E). Respecto a la relaciéon Tregs/linfocitos CD4+, no se
observan diferencias en ninguno de los tiempos evaluados (Figura 34 F). A continuacion
evaluamos las poblaciones de Tregs, y linfocitos CD8+ y CD4+ presentes en el tumor.
Detectamos un aumento significativo de todas las poblaciones al dia 9 post-vacunacién.
(Figura 35). Nuestros resultados indican que la vacunacion antitumoral con CDs aumenta
la presencia no solo de linfocitos efectores, sino también de células T regulatorias en bazo

y tumor, recapitulando lo que se observa en los pacientes oncologicos [128].
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Figura 35. Efecto de la vacunacion antitumoral sobre las poblaciones inmunes
intratumorales. La presencia de Tregs (CD45*/CD4*/Foxp3*), linfocitos CD8* y CD4*
en tumor fue evaluada mediante citometria de flujo en el dia de la vacunacién y 9
dias después. En el panel de la derecha se muestran dotplots representativos de las
distintas poblaciones celulares. *p<0.05 vs dO (Test ¢ Student), n=3.
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II1.B. Eficacia de la terapia combinada de vacunas de CDs y péptido blogqueante de Foxp3

en ratones inmunocompetentes portadores de carcinomas mamarios metastdsicos

Para bloquear el bloqueo especifico de Tregs, utilizamos el péptido penetrante de
células P60 que se une a Foxp3 e inhibe su translocacién nuclear (Casares et al, 2010).
Ratones hembras BALB/c fueron inoculadas con células singeneicas de carcinoma de

mama LM3. Cuando los tumores fueron palpables (dia 18), se procedi6 a la vacunacion
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Figura 36. Eficacia de vacunas antitumorales combinadas con el bloqueo de Foxp3 en ratones
inmunocompetentes portadores de tumores LM3. A, Esquema del disefio experimental. Ratones
portadores de tumores LM3 recibieron vacunas de CDs cargadas con lisados de células LM3 y
activadas con CpG 18 dias post-inoculacién tumoral. A partir de ese dia, los ratones recibieron
diariamente inyecciones i.p. de 100 pg/dia de péptido inhibidor de Foxp3 (P60) o péptido control
(P301) por 6 dias. La presencia de Tregs en bazo (CD4*/Foxp3+, B) y tumor (CD45*/CD4*/Foxp3*, C)
fue determinada 3 dias post-vacunacion. *p<0.05 vs P301; *p<0.05 vs vacuna+P301 (ANOVA seguido
del test de Tukey), n=4-5. D, Crecimiento tumoral, evaluado con calibre 3 veces por semana. *p<0.05
vs P301; "p<0.05 vs vacuna+P301, (Analisis de regresion multiple) n=9-10 E, Curvas de sobrevida
Kaplan Meyer. *p<0.05 vs P301; "p<0.05 vs vacuna+P301 (Log Rank test). F, Numero de metastasis
pulmonares espontaneas por ratén.
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s.c. con CDs cargadas con lisados de células LM3 y activadas con CpG. Teniendo en
cuenta que la expansién de Tregs se observa a partir del dia 3 post vacunacion, los
animales fueron inyectados i.p. diariamente con el péptido P60 o péptido control P301
durante 6 dias, comenzando el dia de la vacunacion (Figura 36 A). Luego de 3 dias de
iniciado el tratamiento, evaluamos la presencia de Tregs en bazo y tumor en un grupo de
animales. Observamos que el tratamiento con P60 redujo significativamente la expansion
de Tregs esplénicas (Figura 36 B) e intratumorales (Figura 36 C) en los ratones vacunados.
Cuando evaluamos la progresion tumoral, observamos que la vacunacion terapéutica con
CDs no modifico el crecimiento tumoral respecto a los animales controles. Sin embargo, el
tratamiento con el péptido P60 sélo o en combinacion con la vacuna antitumoral inhibi6 el
crecimiento del tumor (Figura 36 D). Cuando analizamos la sobrevida observamos que
entre un 25 y un 30% de los animales tratados con la terapia individual con P60 o
vacunacion tuvieron sobrevida a largo plazo (Figura 36 E). Sin embargo, la terapia
combinada mejoro significativamente la sobrevida de los ratones en comparacion con las
terapias individuales, llegando al 70% de sobrevida 100 dias post-inoculacion tumoral
(Figura 36 E). El andlisis de las metdstasis pulmonares espontaneas no mostrd diferencias
significativas entre grupos, aunque el grupo con menor frecuencia de metastasis fue el
tratado con la terapia combinada de vacuna y P60 (Figura 36 F).

A continuacion, evaluamos la terapia de vacunas de CDs combinada con el bloqueo
de Foxp3 en el modelo de carcinoma mamario murino triple negativo 4T1. Hembras
BALB/c fueron inoculadas con células singeneicas 4T1 y cuando el tumor result6 palpable
(dia 9), se procedié a la vacunacién con CDs cargadas con lisados de células 4T1 y
activadas con CpG al momento de la inoculacién. A partir de ese dia y por 7 dias
consecutivos se inyectaron los péptidos P301 o P60 por via i.p. Observamos que la
monoterapia con vacunas o con el péptido P60 redujeron significativamente el crecimiento
tumoral respecto de los animales control (Figura 37 A). La combinacion de vacunaciéon
seguida del bloqueo de Foxp3 resultdé en una mayor inhibicion del crecimiento con
respecto a las terapias individuales. Cuando evaluamos la sobrevida, observamos solo la
terapia combinada aumento significativamente la sobrevida de los animales (Figura 37 B).
El recuento de metdstasis pulmonares indico que solo el tratamiento combinado con

vacunas y P60 tuvo un efecto antimetastatico significativo (Figura 37 C).
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Figura 37. Eficacia de vacunas antitumorales combinadas con el bloqueo de Foxp3 en ratones

inmunocompetentes portadores de tumores 4T1. Ratones portadores de tumores 4T1 recibieron
vacunas de CDs cargadas con lisados de células 4T1 y activadas con CpG 9 dias post-inoculaciéon
tumoral. A partir de ese dia, los ratones recibieron diariamente inyecciones i.p. de 100 pg/dia de
péptido inhibidor de Foxp3 (P60) o péptido control (P301) por 7 dias. A, Crecimiento tumoral,
evaluado con calibre 3 veces por semana. *p<0.05 vs P301; *p<0.05 vs vacuna+P301, (Analisis de
regresion multiple) n=6. B, Curvas de sobrevida Kaplan Meyer. *p<0.05 vs P301 (Log Rank test). C,
Numero de metastasis pulmonares espontaneas por ratéon, *p<0.05 vs P301 (ANOVA seguido de
test de Tukey).

Nuestros resultados en ambos modelos, LM3 y 4T1, indican que la terapia combinada
resulta en un mayor beneficio terapéutico en comparacion con las terapias individuales.
Sin embargo, observamos que el bloqueo de Foxp3 también tiene un efecto antitumoral
per se. Para evaluar si P60 tiene un efecto antitumoral directo, estudiamos la expresiéon y

funcion de Foxp3 en células tumorales.

II1. C. Evaluacion de la expresion de Foxp3 en lineas celulares murinas de carcinoma

mamario

Ha sido descripto que, si bien dentro del sistema inmune Foxp3 se expresa
especificamente en Tregs [129], las células tumorales también pueden expresar este factor
de transcripcion. La presencia de Foxp3 ha sido observada tanto en lineas de células
tumorales como en biopsias de tumores de mama y melanoma, entre otros [130]. Dado
que en nuestros experimentos in vivo observamos que P60 tiene un efecto antitumoral per
se, evaluamos la expresiéon de Foxp3 en ambas lineas celulares murinas, LM3 y 4T1
mediante inmunofluorescencia indirecta (Figura 38 A) y citometria de flujo (Figura 38 B).
Encontramos que tanto la linea LM3 como las células 4T1 presentan inmunomarcacion
positiva para Foxp3 (Figura 38). Sin embargo, la intensidad de expresion de Foxp3 es

mayor en células LM3 que en células 4T1 (Figura 38 A-B). Teniendo en cuenta las
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Figura 38. Expresion de Foxp3 en lineas murinas de carcinoma mamario. A, Expresion de
Foxp3 en células LM3 y 4T1 mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos
especificos anti-Foxp3 (verde). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). En el panel
izquierdo se muestra la linea celular LM3, en el panel derecho, la linea celular 4T1, ambas con su
correspondiente control de isotipo. B, Expresion de Foxp3 en la linea LM3 (izquierda) y 4T1
(derecha) evaluado por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos. Los
numeros corresponden a la intensidad media de fluorescencia (Gmean). El isotipo correspondiente

se muestra en rojo.

implicancias que puede tener la localizacion subcelular de Foxp3 respecto a la funcion que
el mismo ejerce [130], cuantificamos las células que exhibian expresion de alta intensidad
en nucleo y citoplasma en ambas lineas celulares (Figura 39). Practicamente todas las
células evaluadas presentaron expresion de Foxp3. Mientras que la mayoria de las células
4T1 presentaron expresion citoplasmatica y de baja intensidad, aproximadamente un 30%
de las células LM3 exhibié alta intensidad de expresion de Foxp3 tanto citoplasmatica

como nuclear (Figura 39).
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Figura 39. Distribucion celular de la expresion de Foxp3 en lineas murinas de

cancer de mama. Las barras indican los porcentajes de células LM3 o 4T1 que

exhiben alta intensidad de expresion de Foxp3 citoplasmatico nuclear. Se muestran

fotos representativas de la distribucién observada para Foxp3 en cada linea celular.

*p<0.05 vs LM3 (test x?).

Regulacion de la expresion de Foxp3 en lineas celulares murinas de carcinoma

mamario

A continuacién, investigamos si los mecanismos regulatorios que actiian sobre

Foxp3 en Tregs se encontraban conservados en las células tumorales ([35]. Evaluamos el
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Figura 40. Regulacion de la expresion de Foxp3. La expresion de Foxp3 fue evaluada

mediante citometria de flujo en células LM3 incubadas en presencia de TGF-beta
recombinante (A), el inhibidor de la via de mTOR rapamicina (B) y el inhibidor de COX-2

indometacina (C). Se muestran histogramas representativos. En gris se muestra el

histograma de células incubadas con control de isotipo. *p<0.05 vs control (Test t de

Student).
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efecto de la estimulacion con TGF-$3 y del bloqueo de las vias mTOR y COX sobre la
expresion de Foxp3 en células LM3 mediante citometria de flujo (Figura 40). Mientras
que la incubacion con TGF-beta recombinante (Figura 40 A) y con el inhibidor de la via de
mTOR rapamicina (Figura 40 B) incrementaron la expresion de Foxp3 en las células LM3.
La inhibicién de Cox mediante indometacina, disminuyd significativamente la expresion
de este factor de transcripcion (Figura 40 C). Estos resultados sugieren que los
mecanismos de regulacion de Foxp3 en células tumorales son similares a los descriptos

para las Tregs [36].

Evaluacion de la funcién de Foxp3 en lineas celulares tumorales murinas in vitro

Aunque la expresion de Foxp3 ha sido reportada en varias lineas tumorales [131], su
funcién en estas células es ain materia de controversia. Para evaluar si Foxp3 podria estar
involucrado en la supervivencia y/o proliferacion de las células de carcinoma mamario
murino, incubamos las células LM3 y 4T1 en presencia del péptido bloqueante de Foxp3
P60 o del péptido control P301 (Figura 41). Cuando evaluamos la viabilidad celular
mediante el ensayo de MTT observamos que la incubacion con P60 por 24 horas redujo en

aproximadamente un 25% la viabilidad de las células LM3, pero no modificé la viabilidad
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Figura 41. Bloqueo de Foxp3 en lineas murinas de cancer de mama. Las células LM3 (panel
izquierdo) y 4T1 (panel derecho) fueron incubadas en presencia del péptido bloqueante de Foxp3,
P60 o péptido control, P301 durante 24 hs. A, La viabilidad fue determinada mediante la técnica
de MTT. B, La proliferacién fue evaluada mediante la incorporacion de BrdU por ELISA. *p<0.05
vs P301 (Test t Student), n=3-5.
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de las células 4T1 (Figura 41 A). Luego evaluamos la proliferacion mediante la
incorporacion de BrDU, cuantificada por la técnica de ELISA. Hallamos que la incubacion
con P60 por 24 horas inhibi6 significativamente la proliferacion de las células LM3 en
aproximadamente un 25%, sin modificar la proliferacion de las células 4T1 (Figura 41 B).
A continuacion, teniendo en cuenta que Foxp3 modula la produccion de la citoquina
IL-10 en Tregs, y que esta citoquina juega un papel relevante en el mantenimiento del
microambiente tumoral inmunosupresor [132], evaluamos el efecto de P60 sobre la
produccion de IL-10 en las lineas LM3 y 4T1 mediante la técnica de ELISA (Figura 42).
Observamos que aunque ambas lineas tuvieron la capacidad de sintetizar y liberar IL-10,
la incubacién con P60 por 24 horas inhibid la produccion de IL-10 en la linea LM3, sin

afectar significativamente la sintesis de esta citoquina en las células 4T1 (Figura 42).
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Figura 42. Efecto de P60 sobre la secrecion de IL-10 en lineas murinas de
cancer de mama. Las células LM3 (A) y 4T1 (B) fueron incubadas en
presencia del péptido bloqueante de Foxp3, P60 o péptido control, P301
durante 24 hs. El contenido de IL-10 fue evaluado en el sobrenadante
mediante la técnica de ELISA. *p<0.05 vs P301 (Test ¢ de Student), n=3-4.

Estos resultados indican que la sobre-expresion de Foxp3 podria favorecer la
supervivencia y proliferacion de las células tumorales y participar en el mantenimiento
del microambiente tumoral inmunosupresor. Por lo tanto, es posible que P60 tenga un
efecto antitumoral directo en tumores que sobre-expresan Foxp3.

Efecto del bloqueo de Foxp3 en ratones inmunosuprimidos portadores de tumores
LM3

A partir de nuestros resultados in vitro que muestran que las células tumorales LM3
sobre-expresan Foxp3 y que este factor favorece la viabilidad de las células tumorales y el
mantenimiento de un microambiente tumoral inmunosupresor, evaluamos el efecto del
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bloqueo de Foxp3 sobre las célula tumorales in vivo en ratones inmunosuprimidos.
Ratones nude, los cuales se caracterizan por presentar deficiencia de linfocitos T por
atrofia timica, fueron inoculados con células LM3 y cuando los tumores fueron palpables
(dia 10) se procedio a la administracién i.p. de P60 por 7 dias (Figura 43 A). El ultimo dia
de tratamiento evaluamos la expresién de Foxp3 en extractos de proteinas tumorales por
western blot y observamos una reduccion significativa en el contenido de Foxp3
intratumoral (Figura 43 B). La administraciéon de P60 inhibié significativamente el
crecimiento tumoral en comparacion con ratones que recibieron péptido control (Figura
43 C). A pesar de que la inhibicién de Foxp3 tuvo efecto antitumoral en estos animales, no
observamos sobrevida a largo plazo (Figura 43 D).
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Figura 43. Efecto del bloqueo de Foxp3 en ratones inmunosuprimidos portadores de tumores
LM3. A, Esquema del disefio experimental. Ratones nude fueron inoculados con células LM3 y
luego de 10 dias comenzaron a recibir inyecciones i.p. diarias de 100 ug de péptido control (P301)
o péptido inhibidor de Foxp3 (P60) durante 7 dias. B, El contenido de Foxp3 fue evaluado por
Western Blot en extractos de proteinas tumorales al dia 16 post inoculacidon tumoral. Se muestran
bandas representativas de Foxp3 y control interno Beta-Actina. *p<0.05 vs P301 (Test ¢ de Student),
n= 3. C, Crecimiento tumoral, evaluado con calibre 3 veces por semana. *p<0.05 vs P301, (Analisis

de regresion multiple) n=6. D, Curvas de sobrevida Kaplan Meyer.

Nuestros resultados indican que, en concordancia con lo observado in vitro, Foxp3
es un factor que favorece el crecimiento tumoral. El hecho de que la administracion

sistémica del péptido bloqueante P60 haya logrado inhibir la proliferacion tumoral en
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ratones nude, que carecen de Tregs [133], indica que dicho péptido fue capaz de ingresar al

microambiente del tumor y ejercer una accion directa sobre las células tumorales

III.D. Evaluacion de la expresion y funcion de Foxp3 en lineas celulares tumorales

humanas

Con el objeto de evaluar el valor traslacional de nuestras observaciones en modelos
murinos de cédncer de mama, evaluamos la expresion y funcion de Foxp3 en lineas
celulares de carcinoma mamario humano. Utilizamos la linea MCF7, que se caracteriza
por ser ER+, PR+, Her2+ [134] y la linea celular MDA-MB-231, caracterizada como ER-,
PR-, Her2- [134]. Mediante inmunofluorescencia detectamos expresion de Foxp3 en las
células MCF7, pero no en células MDA-MB231 (Figura 44). Es importante notar que no
detectamos expresion de Foxp3 en la linea de células de epitelio mamario humano no
tumoral MCF-10 [135]. Luego evaluamos el efecto de la incubacién con P60 por 24 horas
sobre la viabilidad de las lineas de cancer de mama humano, medido por ensayo de MTT
(Figura 45). Observamos que el bloqueo de Foxp3 redujo la viabilidad de las células MCF7
que son inmunoreactivas para Foxp3, sin afectar a las células MDA-MB-231, que no

expresan Foxp3.

MDA-MB-231 MCF7 MCF10

- Ctrol Negativo
Isotipo Foxp3

Figura 44. Expresion de Foxp3 en cultivos de lineas celulares humanas. A, Expresion de Foxp3 en

Ctrol Negativo Ctrol Negativo

Isotipo

células de carcinoma mamario MDA-MB-231 y MCF7 y células no tumorales de epitelio mamario
MCF10, evaluada mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos especificos anti-Foxp3
(verde). Los ntcleos fueron tenidos con DAPI (azul). Se muestran los controles de isotipo

correspondientes.

Estas observaciones indican que Foxp3 también puede expresarse en células de
cancer de mama humano y favorecer la sobrevida de estas células. Por lo tanto, el bloqueo

de Foxp3 podria constituir una estrategia terapéutica para el tratamiento del cancer de
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mama no solo por su efecto sobre las Tregs, sino también por sus efectos inhibitorios

directos sobre células tumorales que expresan Foxp3.
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Figura 45. Funcion de Foxp3 en lineas humanas de cancer de
mama. Las células MCF7 y MDA-MB-231 fueron incubadas en
presencia del péptido bloqueante de Foxp3, P60 o péptido
control, P301 durante 24 hs. La viabilidad fue evaluada
mediante la técnica de MTT. *p<0.05 (Test ¢ de Student), n=4.

II1.E. Desarrollo de vectores terapéuticos gue bloguean Foxp3

Nuestros resultados indican que el péptido P60 seria una herramienta tutil para el
desarrollo de terapias que involucren el bloqueo del factor de transcripcion Foxp3. Sin
embargo, la posible aplicacion clinica de una terapia basada en la administracién de un

péptido de vida media corta, dificulta el bloqueo sostenido del factor en cuestion durante

TB
f1ORI B
cmv
‘ f1ORI B cMv
P60
Gen de
resistencia IRES Gen de
a ampicilina .dTomato
p resistencia \ 2 dTomato
a ampicilina
dTomato

SV40
pUCori

p.dTomato

Figura 46. Desarrollo de un plasmido que codifica para el péptido P60. A, Esquema del
pldsmido que codifica para el péptido P60, unido mediante una secuencia IRES a la proteina
fluorescente dTomato (p.P60.dTomato) y del plasmido control (p.dTomato). B, Células 4T1
transfectadas con los plasmidos. Las flechas indican células positivas para dTomato (rojo). Los

nucleos fueron tenidos con DAPI (azul).
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terapias prolongadas. Por lo tanto, el desarrollo de un vector de terapia génica que
permita expresar localmente el péptido P60 conduciria a una inhibicion constante y
prolongada de las Tregs que invaden el tumor o de las células tumorales Foxp3+, sin la
necesidad de la administracion continua del péptido. Con este objetivo, disenamos un
plasmido con la secuencia codificante para P60, bajo la regulacion del promotor
constitutivo del citomegalovirus murino (CMV). La secuencia que codifica para el péptido
terapéutico se haya unida mediante una secuencia IRES (sitio interno de entrada al
ribosoma) al gen reportero dTomato (p.P60.dTomato), una proteina fluorescente que
permite la visualizacidon sencilla de las células transfectadas (Figura 46 A). Asimismo,
disefiamos un pladsmido control, que codifica para dTomato bajo el control del promotor
CMV (p.dTomato). La capacidad de transduccion de estos plasmidos fue evaluada en
células 4T1, ya que observamos que tienen baja expresion de Foxp3 y P60 no tiene efectos
deletéreos sobre las mismas. Luego de 24 horas observamos células dTomato+ en células
transfectadas con ambos plasmidos, indicando que las secuencias se expresan
correctamente (Figura 46 B). Con el objeto de evaluar si el péptido P60 codificado en el
plasmido p.P60.dTomato era correctamente liberado desde las células transfectadas,
tomamos el medio condicionado de 24 hs. de las células 4T1 transfectadas con

p.P60.dTomato o p.dTomato para incubar las células LM3 durante 24 hs adicionales
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Figura 47. Evaluacion de la funciéon del plasmido que codifica para el péptido P60. A, Esquema

del disefio experimental: células 4T1 fueron transfectadas con pCMV.dTomato (control) o
pCMV.P60.dTomato durante 24 hs. Luego, el medio condicionado fue utilizado para la
incubacion de células LM3 por 24 hs. B, La proliferacion (panel izquierdo) y la secrecion de IL-10
(panel derecho) fueron evaluadas mediante ELISA. *p<0.05 (Test ¢ de Student), n= 3-4.
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(Figura 47 A). Evaluamos la proliferacion, medida por incorporaciéon de BrdU y la
secrecion de IL-10 mediante ELISA. El medio condicionado de las células 4T1
transfectadas con p.P60.dTomato redujo el indice de proliferacion de las células LM3 con
respecto al medio condicionado control (Figura 47 B). Cuando evaluamos la secrecion de
IL-10, observamos que el sobrenadante de p.P60.dTomato también inhibi6 la secrecion de
esta citoquina (Figura 47 B), un efecto similar al observado con el péptido P60. Estos
resultados indican que el plasmido permite la correcta expresion del péptido P60, y mas
importante atin, que este péptido es liberado desde las células transfectadas con el vector

y es capaz de penetrar en células vecinas e inhibir la funcién de Foxp3.

Nuestros resultados sugieren que el desarrollo de un vector de terapia génica que
codifique para P60 redundara en un efecto by-stander sustancial, ya que este péptido
podria inhibir Foxp3 en células tumorales vecinas, asi como en las Tregs que infiltran

continuamente el tumor.
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DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia antitumoral de una modalidad
inmunoterapéutica que combina vacunas de CDs con el bloqueo de Tregs. Para alcanzar
este objetivo, en una primera instancia, es necesario obtener un numero considerable de
CDs maduras, capaces de desencadenar una respuesta inmune antitumoral primaria y de
memoria. Han sido descriptos diferentes métodos para la generacion ex vivo de CDs a
partir de MO, sangre periférica o células precursoras esplénicas. Varios estudios
demuestran que GM-CSF induce la expansion de CDs in vivo e in vitro y que pueden ser
aun mas enriquecidas con la adicion de IL-4 [125]. Otra metodologia para generar CDs a
partir de cultivos de MO ha sido uso de las citoquinas FIt3 ligando (FIt3-L)+IL-6, que
genera CDs con caracteristicas fenotipicas mas heterogéneas [101, 136] Ademas, en este
estudio observamos que los cultivos de precursores de MO murinos con GMCSF+IL-4
resultan en un mayor numero de CDs por animal y en una mayor proporcion de células
CD11c+ en comparacion con el cultivo con FtI3-L+IL-6. Las ventajas de GM-CSF+IL-4
hacen que sea la combinaciéon mas utilizada para generar CDs a partir de células
progenitoras tanto murinas como humanas [125].

Es importante mencionar, que las CDs producidas a partir de pacientes sanos,
puede responder de manera diferencial a las provenientes de pacientes con cancer. Las
CDs endogenas de los pacientes con cancer no logran ejercer sus funciones efectoras
debido a los potentes efectos inmunosupresores de los factores producidos en el
microambiente tumoral [128]. La disfuncion de las CDs enddgenas ha sido observada en
pacientes con cancer de mama y ovario, prdstata y renal, entre otros. Sin embargo, las CDs
de los pacientes pueden ser amplificadas y maduradas ex vivo, en ausencia de los factores
inmunosupresores derivados del tumor [128]. Aunque las CDs autologas han sido
utilizadas en numerosos ensayos clinicos para la preparacién de vacunas antitumorales,
no es claro aun si los PBMCs obtenidos de pacientes con cancer son progenitores dptimos
para la produccién de estas vacunas. Las DCs obtenidas de PBMCs de pacientes con
cancer avanzado demostraron in vitro una actividad citotoxica antitumoral similar a las
obtenidas de pacientes sanos [137]. Sin embargo, ha sido reportado que el rendimiento de
cultivos de PBMCs de pacientes con cancer de mama es hasta 3 veces menor que el

obtenido de dadores sanos [138]. Asimismo, la expresion de coactivadores luego de la
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incubacion con distintos cocktails de maduracién es menor en CDs obtenidas de pacientes
que en CDs de dadores sanos [138]. De todos modos, también han sido desarrolladas
vacunas alogeneicas que permiten la preparacion de grandes cantidades de vacunas
estandarizadas con respecto a fenotipo y estadio madurativo y que han sido evaluadas en
distintos ensayos clinicos [139, 140].

Teniendo en cuenta que durante la respuesta inmune frente a patdgenos o
tumores ocurre la activacion simultanea de multiples TLRs, la combinacion de agonistas
de TLRs es una estrategia terapéutica atractiva para ser utilizada en la clinica en pacientes
con cancer. Considerando que ha sido demostrado que agonistas de TLRs MyD88-
dependientes pueden actuar sinérgicamente [109], buscamos mejorar la eficacia
terapéutica de vacunas de CDs activadas con CpG (CpG-CDs), usando un coadyuvante
adicional, el agonista de TLR7, Resiquimod o R848. Nuestros resultados in vitro muestran,
a tiempos cortos, que la estimulacion con CpG o CpG+R848 aumentod la habilidad de las
CDs de estimular la proliferacion de esplenocitos alogeneicos. Sin embargo, los
experimentos in vivo demostraron que la adicion de R848 inhibe el efecto antitumoral de
las vacunas de CDs activadas con CpG, asi como su capacidad de inducir memoria
inmunoldgica.

Nuestros experimentos indican que en CDs de ratones, R848 estimul6 la
expresion de TNF-a, IL-10 y CD86, pero no aumento la producciéon de IFN-y o IL-12. R848
solo disminuyd la capacidad fagocitaria a las 48 hs. y las CDs activadas con este agonista
no estimularon la proliferacion de esplenocitos alogeneicos, sugiriendo que a pesar de que
R848 tiene algunos efectos sobre las CDs murinas, no logra inducir la completa activacion
de estas células. De hecho, R848 no indujo una activacion robusta de NF-«kB en las CDs,
que inyectadas in wvivo no tuvieron efecto antitumoral. Weeratna y col. también
compararon CpG y R848 como adyuvantes de vacunas en un modelo murino de
inmunizacién con HBsAG. En dicho estudio CpG también fue superior a R848 en su
capacidad de aumentar la respuesta inmune humoral y celular [141].

Observamos que las vacunas profilacticas de CDs activadas con CpG tuvieron
un efecto antitumoral robusto, inhibiendo el crecimiento tumoral y el desarrollo de
metastasis, con el concomitante desarrollo de memoria inmunoldgica. Si bien la eficacia de

las vacunas de CDs ha sido demostrada previamente en varios modelos profilacticos, su
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efecto anti-metastatico ha sido menos estudiado [142]. Las vacunas profilacticas
antitumorales pueden tener utilidad en el desarrollo de inmunidad antitumoral en
pacientes con riesgo de desarrollar cancer [143], por lo cual la evaluacion de estrategias
profilacticas de vacunacion tiene valor traslacional. Los experimentos in vivo también
indicaron que la activacion dual con R848 revierte los efectos anti-metastasicos de las
vacunas CpG-CDs y ademads, actia en detrimento del desarrollo de la memoria
inmunologica. Una caracteristica imprescindible de los adyuvantes de vacunas es su
habilidad para inducir el proceso de maduracion y activacion de las CDs [142], que es
determinante en la magnitud y duracion de la respuesta inmune [144]. La adicion de R848
a la vacuna de CpG-CDs podria inhibir la capacidad de las CDs para estimular la
memoria inmunoldgica debido a una incompleta activacion de la CDs o a una
disminucién en la capacidad migratoria de estas células [145].

Si bien hay trabajos que demuestran que la combinacién de agonistas de TLRs
resulta en efectos sinérgicos sobre la activacion del sistema inmune, la activacion
combinada de estos receptores puede también resultar en una disminucion de los efectos
antitumorales, de modo que el beneficio terapéutico depende de la correcta eleccion de los
ligandos de TLRs a combinar. Por ejemplo, mientras que la combinaciéon del agente
terapéutico Taxol, agonista de TLR4, con R848 inhibe el crecimiento tumoral in vivo, LPS,
agonista también de TLR4 y Taxol, acelera el crecimiento tumoral [79]. Por otro lado, la
combinacién de LPS con R848 aumenta la secrecion de IL-12 desde CDs murinas y
humanas [78]. Asimismo, la combinacion agonistas de TLR9 y TLR7/8 administrados
intratumoralmente actdan sinérgicamente, reduciendo el tamafio de tumores establecidos
en modelos murinos [146]. Sin embargo, es importante mencionar, que no solo las células
inmunes intratumorales son capaces de expresar los TLRs, sino que las células tumorales
también pueden hacerlo y el efecto resultante parece depender del tipo celular y del
subtipo de TLR expresado [147]. Mientras los agonistas de TLR3, Poly I:C y TLR 7,
Imiquimod, mostraron efectos antitumorales directos en diversas lineas de cancer
humano [148, 149], evidencia adicional sugiere que también los TLRs pueden contribuir a
la resistencia de la célula tumoral a la apoptosis y al aumento de la invasividad [150]. En

el presente trabajo, evaluamos el efecto de CpG y R848 en una poblaciéon discreta de

85



DISCUSION

células inmunes. Nuestros resultados indican que la activacion simultanea de TLR9 y
TLR7/8 resulta en una activacion incompleta de CDs murinas y humanas.

Si bien existe consenso sobre el patron de expresion de TLRs en las pCD
humanas, existe controversia sobre la expresion y funcion de TLR7 y TLR9 en las CDs
mieloides humanas. Sin embargo, CDs humanas derivadas de monocitos mostraron
niveles de expresion moderados [151] a altos [152] de TLR7 y TLR9Y, los cuales pueden ser
incrementados en respuesta a infecciones virales y bacterianas [153] y, ademas, son
capaces de responder a sus ligandos [154]. Observamos que los agonistas de TLR9
especificos de humano, CpG2006 e IMT504, ejercieron un efecto estimulatorio débil en las
preparaciones de CDs humanas. Por el contrario, R848 indujo una estimulacion robusta
de los marcadores de co-activacion, por lo cual constituye un adyuvante atractivo para
vacunas de CDs humanas. La estimulacién simultanea de ambos TLRs nuevamente actuo
en detrimento de la activacion mostrada con R848. Esos resultados sugieren que los
mecanismos subyacentes a ambas vias de TLR estan conservados entre ratones y
humanos. Nuestros resultados indican que CpG+R848 no es una combinacion
recomendable para utilizar en la inmunoterapia de pacientes con cancer. Es importante
remarcar que la diferencia en el perfil de expresion de TLRs entre CDs humanas y
murinas puede explicar las diferencias observadas en el efecto de CpG entre ambos
grupos celulares, ya mientras que CpG resultd ser un fuerte inductor de la activacion de
CDs murinas, mientras que en CDs humanas no tuvo este efecto. Spranger y col han
demostrado que CDs humanas estimuladas con agonistas de TRL7/8 como R848 o CL075,
mas agonistas de TRL3 exhibieron un perfil de CDs maduras, secretando altos niveles de
IL-12 y polarizando a las células T CD4+ y CD8+ para secretar IFN-y [155].

En concordancia con nuestros resultados, la inhibicion de la activacion de TLR9
inducida por agonistas de TLR7 ha sido observada también en pCDs, células B [156],
PBMCs [157], microglia y astrocitos [158], aunque en estos trabajos no se realizaron
ensayos funcionales in vivo. Si bien el crosstalk inhibitorio de TLR9 y TLR7 ha sido
involucrado en la patogenia de las infecciones cronicas y el cancer [159], todavia se
desconocen los mecanismos subyacentes. Este efecto no parece estar relacionado con los
fendmenos de competencia en la captacion celular o en la unién de los ligandos al

receptor [157, 160]. Aqui mostramos que en las CDs murinas la activacion simultanea de
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TLRY y TLR7 inhibe la activacion de la via del factor NF-«B, el cual es necesario para la
completa maduracién de la CD [161]. Es bien conocido que la activacién de NF-«B resulta
en la produccion de IFNs, citoquinas proinflamatorias y quemoquinas que llevan la
maduracion de la CD, y que generan finalmente respuestas inmunes mediadas por
linfocitos T citotdxicos, comunicando de este modo a la inmunidad innata con la
adaptativa [162]. En concordancia, nuestros resultados muestran que en las CDs murinas,
CpG aumenta la secrecion de citoquinas proinflamatorias, como IL-12 e IFN-y, proceso
que es dependiente de la via de NF-xB y en donde, la activacion simultanea de TLR9 y
TLR7 inhibe la induccion de p65-NF-kB. Este fenomeno puede contribuir a que el fenotipo
de la CD sea mas inmaduro, caracterizado por menor produccién de citoquinas
proinflamatorias y menor expresion de marcadores de maduracion como lo son la falta de
inhibicion de la capacidad fagocitica y la expresion reducida de CD86. Por otra parte, la
falta de activacion de la via de NF-kB puede ser la responsable de la reduccion de la
viabilidad de las CDs luego de la estimulacion simultanea de TLR9 y TLR?7. Es importante
notar, que algunas de las citoquinas proinflamatorias inducidas por la activacion de la via
de TLR pueden, a su vez, activar la via de NF-kB, lo cual promueve ain mas la
produccion de citoquinas y quemoquinas a tiempos mayores luego de la estimulacién con
TLR, es decir, desencadena un sistema de retroalimentacion positiva [163]. Por ejemplo, el
co-tratamiento de células endoteliales con TNF-a e IFN-y conduce a la activacion
persistente de NF-xkB y de la expresion génica de la subunidad xB perteneciente al
complejo NF-«B [164].

Los mecanismos subyacentes a la inhibicion de la activacion de la via de NF-xB
pueden ser varios. La proteina adaptadora MyD88 es una proteina utilizada por TLR7 y
TLRY, como por la mayoria de los TLRs, para activar a NF-xB. Ha sido propuesto que esta
proteina adaptadora es un componente limitante en la via de TLR [165]. Bagchi y col
mostraron que la estimulacion de vias de TLR dependientes de MyD88 pueden resultar en
un detrimento de la activacion de NF-kB en macréfagos murinos derivados de MO [166].
De este modo, si se aumenta la disponibilidad de MyD88, podria mejorar la maduracion
de las DC tras la activacion de TLR. De hecho, la transferencia de MyD88 mediante el uso
de vectores lentivirales en CDs derivadas de MO, aumenta la produccion de IL-6 e IL-12

asi como la capacidad de estimular la proliferacion de linfocitos alogeneicos [167].
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Otra posible explicacion del efecto inhibitorio que R848 ejerce sobre la accion de
CpG reside en un fenémeno de competencia que se da entre los receptores TLRs por su
interaccién con la proteina UNC93B1. La proteina UNC93B1 reside principalmente en el
reticulo endopldsmico y se asocia con TLR3, TLR7, TLR9 y TLR13, interactuando
directamente con sus dominios transmembrana y mediando la translocacion de los TLRs
del reticulo endoplasmico a los endolisosomas. Dado que TLR7 y TLR9 compiten por la
asociacion con UNC931, es posible que la activacion simultanea de ambos receptores
afecte la funcion de esta proteina [168].

Distintos autores han mostrado que el NO esta involucrado en la regulaciéon de
la inmunidad adaptativa, afectando el balance entre las respuestas Th1/Th2 u otros
procesos inmunes asociados a células T [169]. Sin embargo, el rol autocrino del NO en la
funcion de la CD es controversial. Por un lado, los dadores de NO pueden aumentar la
habilidad de las CDs para activar linfocitos T estimulados con antigenos bacterianos [170].
Por otro lado, el NO ha sido involucrado en la actividad modulatoria de las CDs
tolerogénicas. CDs derivadas de MO de ratones knock out para iNOS2/2 no logran
estimular el desarrollo de células T regulatorias [171]. Ademas, el agregado de NO previo
a la maduracion inducida por LPS en CDs humanas inhibe la secrecion de IL-12 mientras
aumenta la expresion y secrecion de IL-23, IL-1p e IL-6 [172]. En concordancia con estos
trabajos, nosotros observamos que el bloqueo de NOS mejora la maduracion in vitro de las
CDs estimuladas con CpG, sugiriendo que la produccion de NO contrarresta la
maduracion inducida por la activacion de TLRO.

También evaluamos el papel de la enzima IDO en la maduracién de las CDs
derivadas de MO. La enzima IDO es clave en la conversion del triptéfano a metabolitos de
kinureninas (KYN). La deprivacion de triptéfano, como sus productos metabdlicos, las
KYN, han sido postulados como reguladores claves en la inmunidad innata y adaptativa
[173]. Sin embargo, el papel de la enzima IDO en la fisiologia de la CDs atin no es bien
comprendido. Ha sido propuesto que la inhibicion de IDO es un mecanismo utilizado por
las CDs para suprimir respuestas T efectoras [174]. En linea con estos resultados, nosotros
observamos que el bloqueo de IDO mejora la maduracién de la CDs mediada por CpG in
vitro, de modo que la inhibicién de esta enzima podria resultar en una vacuna antitumoral

de CDs mas eficiente. De hecho, el silenciamiento de IDO utilizando siARN mejoré el
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efecto antitumoral de vacunas de CDs en modelos murinos de cancer [175] y en pacientes
con cancer ginecologico [176]. Es importante destacar que el bloqueo de NOS e IDO no
logré revertir el bloqueo en la maduracion de las CDs inducido por la estimulacion dual
de TLR7 y TLR9. Teniendo en cuenta que ambas enzimas pueden estar reguladas por la
via de NF-xB [177, 178], es posible que NOS e IDO no estén apropiadamente inducidas
cuando NF-xB es inadecuadamente activado durante la activacion dual de TLRs. Una
representacion esquematica de esta hipdtesis se muestra en la Figura 48. Nuestros
resultados indican que el bloqueo de NOS e IDO podrian ser un potencial blanco
terapéutico para mejorar la maduracion de CDs antitumorales.

El perfil toxicologico favorable de las vacunas de CDs y su capacidad para

inducir inmunidad antitumoral en pacientes oncoldgicos hacen de las vacunas

Activacién TLR Activacién dual de TLR
L ot

CpG R848 |_ L~
agonista oI [j/ o

I3 A
NOS : IDO
y W
PERFIL PERFIL
PROINFLAMATORIO PROINFLAMATORIO

Figura 48. Esquema de los mecanismos hipotéticos involucrados en la activacion simple o dual
de TLR7 y 9. La estimulacion de individual de los TLR7 o TLR9 activa NF-kB (panel izquierdo),
resultando en la maduracién de las CDs humanas o murinas, respectivamente. La induccién
concomitante de las vias de NOS e IDO reduce la activaciéon de las CDs, por lo que estas enzimas
son posibles blancos terapéuticos para aumentar la eficacia de las vacunas antitumorales de CDs.
La estimulacién concomitante de ambos TLRs reduce la maduracion de las CDs (panel derecho),
probablemente mediante un mecanismo que bloquea la correcta activacion de la via de NF-kB.
Por ello, es probable que el bloqueo de NOS e IDO no logra restaurar la maduracién de las CDs
luego de la activacién dual de los TLR7 y 9.
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antitumorales una modalidad terapéutica prometedora [143]. Los ensayos clinicos con
vacunas de CDs indican que las mismas inducen  inmunidad
antitumoral en los pacientes con cancer, aunque esta respuesta es insuficiente para lograr
un beneficio clinico significativo. Ha sido descripto que el microambiente tumoral
inmunosupresor, caracterizado por un alto contenido de citoquinas anti-inflamatorias y
expresion de ligandos de checkpoints inmunoldgicos y otras proteinas inmunosupresoras,
induce la expansion e infiltracion intratumoral de Tregs y otras células supresoras [179,
180]. Actualmente existe evidencia de que la relativamente baja eficacia clinica de las
vacunas antitumorales esta relacionada al hecho de que las mismas promueven no sélo la
expansion de linfocitos T efectores antitumorales, sino también la expansion de Tregs y
otras células [181]. De hecho, nuestros resultados indican que si bien la vacunacion
profilactica con CDs activadas con CpG inhibe el crecimiento del tumor y el desarrollo de
metastasis, la administracion de las vacunas terapéuticas a ratones con tumores
establecidos no generd un beneficio clinico. Por ello es importante combinar las vacunas
con estrategias que mejoren la respuesta inmune antitumoral.

Uno de los principales desafios de las inmunoterapias actuales es lograr la
especificidad de la terapia. A diferencia de los marcadores de superficie de las Tregs,
como lo es CD25 (IL-2R «), que puede ser expresado también por linfocitos T efectores
durante su activacion [45], Foxp3 se expresa especificamente en las Tregs dentro del
sistema inmune. La administracion del péptido penetrante de membranas, P60, que
bloquea la traslocacion de Foxp3 al ntcleo inhibié la expansion de Tregs esplénicas y
tumorales inducida por la vacunacion con CDs en nuestro modelo de carcinoma mamario
murino LM3 [53]. De hecho, la administracion de P60 aumento significativamente la
eficacia antitumoral de las vacunas de CDs en ambos modelos de cancer de mama.

Una ventaja adicional del bloqueo especifico de Tregs utilizando P60 es que este
péptido bloquea la funcién de las células en lugar de depletarlas [53]. Ha sido observado
que la depleciéon de Tregs es neutralizada por la conversiéon de células CD4* a
CD4+CD25*Foxp3* al cabo de 2 semanas, sugiriendo un mecanismo homeostatico, donde
rapidamente se recupera el estado de tolerancia inmune [97]. La produccién TGF-$ en el
microambiente tumoral por parte de las células tumorales o células inmunosupresoras y

la estimulacidon antigénica subdptima en el tumor favorecen la conversion periférica de
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linfocitos T hacia Tregs. Estos dos fenomenos ocurren de manera simultanea en el tumor:
la presentacion antigénica es pobre, debido a que los antigenos son poco inmunogénicos,
y el TGF-$ se encuentra disponible todo el tiempo [182]. Han sido propuestas otras
terapias para bloquear la funcion de Tregs, como el bloqueo de IDO o TGF-f3, que atin
necesitan ser exploradas en profundidad.

Ademads de favorecer la eficacia de las vacunas antitumorales, observamos que
la monoterapia con P60 tuvo efectos antitumorales en todos los modelos evaluados. En los
modelos inmunocompetentes este efecto podria ser explicado por el bloqueo de Tregs
basales, Sin embargo, también observamos un efecto antitumoral de P60 en los ratones
nude, que carecen de Tregs [133]. Nuestros resultados indican que el bloqueo de Foxp3
presente en las células tumorales tiene efectos inhibitorios sobre la proliferacion y la
viabilidad de estas células, resultando en una reduccion del crecimiento tumoral in vivo.
Sin embargo, a pesar de que el bloqueo de Foxp3 tiene efectos antitumorales directos,
inhibiendo el crecimiento tumoral en todos los modelos evaluados, P60 sélo mejoré la
sobrevida de los animales inmunocompetentes portadores de tumores, sugiriendo que
para una mayor eficacia de la terapia es necesaria la intervencion del sistema inmune.

En los ultimos afios la expresion de Foxp3 ha sido reportada en distintos tipos
de células tumorales y especimenes de cancer. Aunque existe bastante consenso con
respecto al papel de Foxp3 en la glandula mamaria normal, adonde Foxp3 parece actuar
como supresor de los oncogenes Her-2, SPK2 y BRAC1 [183, 184], la funcion de Foxp3 en
células tumorales es motivo de gran controversia. Distintos autores han propuesto roles
opuestos para Foxp3 en la célula tumoral. Por un lado, estudios in vitro y en modelos
murinos sugieren que Foxp3 cumple un papel critico como supresor tumoral en
carcinomas de mama, prostata y ovario [131]. Sin embargo, la expresion de Foxp3 en
células tumorales también ha sido postulada como un mecanismo que favorece la
progresion de diversos tipos de tumores. La expresiéon de Foxp3 correlaciona con el
crecimiento tumoral en modelos preclinicos de melanoma [184]. Ademas, la inhibicién
transcripcional de Foxp3 en células de melanoma reduce el crecimiento tumoral e inhibe
la formacion del microambiente inmunosupresor [185]. Asimismo, la expresion de Foxp3
en células de carcinoma de péancreas ha sido involucrada en el efecto inmunosupresor de

estas células sobre los linfocitos T efectores [186]. Por otra parte, los estudios
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inmunohistoquimicos de biopsias de carcinoma humano, sugieren una fuerte asociacion
entre la expresion de Foxp3 en las células tumorales con menor sobrevida de los pacientes
[187]. Cuando evaluamos la expresion de Foxp3 en las células tumorales murinas
detectamos que las lineas LM3 y 4T1 expresan Foxp3, siendo la intensidad de expresion
mayor en LM3 que en 4T1. La relevancia de la expresién de Foxp3 en estas lineas quedo
demostrada cuando observamos que el bloqueo con P60 disminuye la viabilidad y la
proliferacion en las células LM3, pero no afecta a las células 4T1. Otros autores, mostraron
que la expresion de Foxp3 en biopsias de tumores de mama estd asociada con una peor
probabilidad de sobrevida global, ademads, a mayor intensidad de expresion de Foxp3 en
células tumorales, mayor el riesgo de mortalidad [188]. Los mismos autores sugieren que
existe una correlacion entre la expresion de Foxp3 y el desarrollo de metastasis, de modo
que la expresion de Fopx3 podria estar relacionada con el potencial metastasico del tumor
y no a la supresion de una respuesta inmune especifica [188]. Ademads, la expresion de
Foxp3 en células tumorales se asocid significativamente a un menor tiempo libre de
recurrencia en pacientes con carcinoma mamario triple negativo [189]. Por otro lado, otros
autores sugieren que la localizacion de Foxp3, nuclear o citoplasmatica, determina en
ultima instancia si este factor de transcripcion es indicador de buen o mal prondstico de
sobrevida en los pacientes [130]. La localizacion diferencial de este factor de transcripcion
en las diferentes lineas podria estar involucrada en la respuesta diferencial que tienen las
mismas cuando se incuban con el péptido bloqueante P60. En contraposicion a nuestros
resultados, en biopsias de tumores de mama primarios, la localizaciéon subcelular de
Foxp3 resulto heterogénea en las células tumorales (31% citoplasmatica; 26% nuclear; 6%
ambas) y si bien la localizacion citoplasmatica fue asociada a peor sobrevida global, Foxp3
nuclear demostrd una asociacion significativa con una mejor sobrevida [130].

Las células tumorales parecen asemejarse a las Tregs en cuanto a su expresion
de Foxp3 y su capaces de secretar IL-10, una de las principales citoquinas
inmunosupresoras. En las células LM3 la secrecién de IL-10 fue inhibida cuando Foxp3
fue bloqueado por P60. En lineas tumorales humanas de cancer de colon, mama,
melanoma, leucemia eritroide aguda ha sido descripta la expresion de Foxp3 en niveles
que correlacionaron con los niveles de expresion de las citoquina inmunosupresora IL-10

y TGF-1 [131]. Es interesante mencionar que Hinz y col mostraron que lineas celulares
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de pancreas humanas no so6lo expresan Foxp3, sino que son capaces de inhibir la
proliferacion de linfocitos T anti-CD3/anti-CD28-activados [186]. Todos estos resultados
sugieren que las células tumorales pueden actuar en forma similar a Tregs.

TGF-B es un potente inductor de Foxp3 en Tregs [182]. Nuestros resultados
indican que este factor de crecimiento también induce la expresion de Foxp3 en células
tumorales. Efectos similares fueron observados en células de carcinoma de pancreas, en
las cuales la expresién de Foxp3 es estimulada por TGF-p1 [186]. Dado que TGF- es
producido en altos niveles en el microambiente tumoral, es probable que favorezca la
expresion de Foxp3 in vivo no solo en Tregs, sino también en células tumorales. La
rapamicina, el inhibidor de la via de mTOR, es un agente inmunosupresor que ha sido
utilizado para prevenir el rechazo a trasplantes en humanos. En células T CD4+ incubadas
con anti-CD3/CD28 en presencia de rapamicina, ha sido observada la expansion de Treg
tanto murinas como humanas, por un mecanismo que aun no es comprendido por
completo [190]. En concordancia, nuestros resultados muestran que la incubacion de las
células LM3 con rapamicina también induce la expresion de Foxp3+. Algo similar ocurre
con las prostaglandinas (PGE2), que han sido postuladas como mecanismo de
diferenciacion de células Tregs. El tratamiento con PGE2 aumenta la expresion de Foxp3
en células CD4+CD25+ en reposo [191]. La enzima ciclooxigenasa inducible (Cox 2) tiene
como funcién procesar al dcido araquiddnico a prostaglandinas. La inhibicion de la via de
Cox con indometacina, disminuyo la expresion de Foxp3 en la linea celular LM3. Es
interesante que los mecanismos de regulacion de Foxp3 parecen estar conservados en la
linea celular LM3 respecto a las células T regulatorias.

Con el objeto de evaluar el valor traslacional de estas observaciones evaluamos
la expresion de Foxp3 en tres lineas humanas, las células de tumor de mama MCF7 y
MDA-MB-231 y la linea no tumoral de epitelio mamario MCF10. Sélo la linea MCF7
resultd positiva para Foxp3. Karanikas y col también demostraron expresién de Foxp3 en
esta linea, y mds aun, mostraron que los niveles de ARNm para Foxp3 correlacionan con
la expresiéon del ARNm de TGF-1ly de IL-10 [131]. La incubaciéon de MCE7 con el
péptido bloqueante P60 disminuyd la viabilidad de las células MCF7, sin afectar a las

células MDA-MB-231, negativas para Foxp3. Es importante destacar, aunque la expresion
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de Foxp3 ha sido reportada en glandula mamaria normal [184], no observamos expresion
de Foxp3 en la linea de epitelio mamario no tumoral MCF10.

Aunque se necesitan mas estudios acerca del rol de Foxp3 en las células
tumorales para dilucidar los motivos de las discrepancias actuales, el hecho de que la
célula tumoral pueda expresar Foxp3 tiene al menos dos implicancias importantes. La
primera, es que es necesario tener precaucion cuando se analiza la expresion de Foxp3 en
los tumores. El aumento de los niveles ARNm de Foxp3 puede no deberse a un influjo de
Tregs, sino también a un aumento en la expresion de Foxp3 por la célula tumoral. La
segunda es que las terapias dirigidas a modular la funcidon o expresion de Foxp3 no sdlo
involucran a las Tregs, sino que también pueden afectar a las células tumorales que
expresen Foxp3, cuyo efecto parece depender del tipo tumoral [192]. Ademas, las drogas
disefiadas para bloquear Foxp3 deben ser capaces de penetrar el microambiente tumoral,
lo cual es un desafio aun mayor que bloquear sdlo las Tregs de la periferia [192].

Existe un consenso general de que las vacunas de CDs inducen respuestas
inmunes antitumorales de larga duracion. Estas vacunas han mostrado modestos
beneficios clinicos, por ejemplo la vacuna Sipuleucel-T aumenta la media de sobrevida en
4 meses en pacientes con cancer de prostata [145]. Muchos factores pueden estar
limitando la eficacia terapéutica de estas vacunas, uno de ellos es la presencia de células
Tregs. En el presente trabajo demostramos que el bloqueo de Foxp3 aumenta la eficacia de
la terapia en modelos murinos de carcinoma de mama. Queda por evaluar las posibles
lesiones autoinmunes que pueden desarrollarse cuando se realiza el bloqueo sistémico de
Tregs.

Si bien nuestros resultados revelan la eficacia preclinica de P60 sistémico, la
utilizacion de péptidos en la clinica resulta, muchas veces, dificultosa por la cantidad de
péptido necesario para lograr un efecto sistémico, debido a la rapida degradacion de los
mismos. Un modo posible para mejorar el tratamiento con el péptido P60 y evitar el
bloqueo sistémico de todas las células regulatorias es el uso de vectores de terapia génica,
los cuales permitirian el bloqueo local de Foxp3 en el microambiente tumoral. Nosotros
demostramos que pueden desarrollarse vectores para lograr la expresion intracelular del
péptido en la célula trasducida, y que esta estrategia tendria un efecto bystander en células

vecinas, tumorales o Tregs, que expresen Foxp3. La terapia de bloqueo de Foxp3 con P60
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tiene un beneficio dual para aquellos tumores que expresen Foxp3. Es importante
mencionar que los protocolos convencionales de los tratamientos oncoldgicos actuales
incluyen la reseccion quirurgica del tumor, lo cual abre una ventana posible para la

administracion local de los vectores terapéuticos.
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Los modelos murinos LM3 y 4T1 son modelos apropiados para la evaluacion

preclinica de inmunoterapias que involucren la modulacién de Tregs.

La activacion simultinea de TLR7 y TLRY inhibe la activacion de NF-kB,

reduciendo la maduracion y el efecto antitumoral de las CDs.

Dado que la viabilidad de las CDs maduras se reduce con el tiempo de
incubacién, es importante que las vacunas antitumorales de CDs sean

activadas al momento de su administracion in vivo.

Nuestras observaciones sugieren que aunque exista efecto antitumoral, la
memoria inmunolégica puede no inducirse si la maduracion de las vacunas

de CDs es insuficiente.

Estos resultados sugieren que NOS e IDO son blancos terapéuticos

potenciales para mejorar la maduracion de las vacunas antitumorales de CDs.

La expresion de Foxp3 en células tumorales favoreceria la supervivencia de
estas células y el mantenimiento del microambiente tumoral

inmunosupresor.

El bloqueo de Foxp3 reduce la expansion de Tregs, mejora la eficacia de la
vacunacion antitumoral y tiene efecto antitumoral directo en células

tumorales murinas y humanas que expresan Foxp3.

La utilizacion de vectores de terapia génica podria mejorar la disponibilidad

local de P60 y aumentar la eficacia de la terapia.

El bloqueo de Foxp3 podria tener un efecto antitumoral dual atil para el

tratamiento del carcinoma de mama Foxp3 positivo.
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