T WAUIORAL AUTONOHE
Tl Mk

= e

=

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
FACULTAD DE MEDICINA

LAS PORINAS DE SALMONELLA TYPHI SON UN ADYUVANTE QUE INDUCE
LINFOCITOS T DE MEMORIA RESIDENTE DE TEJIDO CON UN FENOTIPO
PROGENITOR EXHAUSTO EN UN MODELO DE MELANOMA EN RATON

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
RICARDO ANDRES LEON LETELIER

DIRECTORA DE TESIS
DRA. LAURA C. BONIFAZ ALFONZO
FACULTAD DE MEDICINA

COMITE TUTOR
DRA. LETICIA ROCHA ZAVALETA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
DR. LUIS IGNACIO TERRAZAS VALDES
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

CIUDAD DE MEXICO, MAYO DE 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RECONOCIMIENTOS

Este trabajo fue realizado bajo la tutoria de la Dra. Laura Cecilia Bonifaz Alfonzo en la
Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMIQ), ubicado en el Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, perteneciente al Instituto Mexicano

del Seguro Social.

Este proyecto se realizd con el financiamiento del Fondo de Investigacion en Salud del
Instituto Méxicano del Seguro Social (IMSS) (R-2019-785-051 FIS/IMSS/PROT/
PRIO/19/125 y R-2015-785-008 FIS/IMSS/PROT/G16/ 1606). Durante el desarrollo del
proyecto de tesis — el sustentante — fue alumno del programa de Doctorado en Ciencias
Biomédicas de la Universidad Nacional Autobnoma de México (UNAM), siendo becario del

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia con el numero de registro 631989.

Se agradece al Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina,
UNAM Yy al Instituto Nacional de Salud Publica, Secretaria de Salud, en especial a MVZ M.
en C. Anayatzin Paulina Heredia Antinez, por el cuidado de los animales. Se agradece al Dr.
José Carlos Crispin del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
por proveer ratones OT-I x CD45.17, a la Dra. Gloria Soldevila del Instituto de Investigacion
Biomédica, UNAM por proveer ratones OT-II x CD45.1". Al Dr. Constantino Lopez Macias
por proveer las Porinas de Sal/monella Typhi. Finalmente se agradece al Laboratorio de
Citometria de Flujo del Centro de Instrumentos de la Coordinacion de Investigacion en Salud

del IMSS, en especial a la cDr. Jessica Lakshmi Prieto Chéavez.



AGRADECIMIENTOS

Primero que nadie a mi tutora, la Dra. Laura Bonifaz, por darme la oportunidad
trabajar bajo su direccion desde la Estancia Estudiantil hasta hoy. Muchas gracias por la
revision de este proyecto y todos los demas trabajos de mi doctorado, por lo que estaré
siempre agradecido.

Al proximo Dr. Enrique Huanosta Murillo por su gran amistad, fructiferas
discusiones, excelentes sesiones de musica, cooperacion y sus inmunofluorescencias.

A la cDr. Araceli Tepale Segura por su gran amistad, innegable generosidad, crucial
cooperacion y su excelente trabajo en tejido al son de Chayanne y Cristian Castro.

A la QFB Cristina Aguilera Flores por su amistad, charlas politicas, critica y
cooperacion en este proyecto junto a la QFB Sarai De Leon Rodriguez y a la Dra. Alejandra
Mantilla.

Al Dr. Oscar Badillo Godinez por su amistad, recetas veganas, recomendaciones y
ayuda en la obtencion de TILs

Al préximo QFB Daniel Castro Medina por su gran asistencia en este trabajo.

Al Dr. Ezequiel Fuentes Panand por estar presente en casi todos los articulos que
publiqué en el doctorado, en especial por su direccion en la de revision

cDr. Jessica Lakshmi Prieto Chavez por su amistad y largas sesiones en el Centro de
Instrumentos, ya sea pasando tubos o hablando de la vida.

A mis compafieros y amigos del laboratorio, Ana Clara, Paty, Octavio, Luis Angel,
Lorena, Panda, Andrés, Luzma, Gibran, Alberto, Elizabeth y Brenda, por los varios

congresos e historias que compartimos.

Un especial agradecimiento por el infinito apoyo de mi esposa, quién siempre me
ayudo a que mi trabajo dentro y fuera del laboratorio fuese mas facil.
Tambien agradesco a mi papa por siempre creer en mi, por Sus pocos pPero

innolvidables consejos; asi tambien a mis hermanos y familia.



INDICE

LISTAS DE ABREVIATURAS ... e, 7

RESUMEN ... e 8

AB S T R A CT ... e 9

MARCO TEORICO

1. Melanoma es un cancer agresivo € iINMUNOZENICO . .............c.eueeiuiieniaienanenan, 10
1.1. La quimioterapia y la inmunoterapia en melanoma.........................cccoeevue.n. 11
1.2. La inmunizacion como estrategia de inmunoterapia en melanoma.................. 13

2. Las Porinas de Salmonella Typhi como potencial adyuvante en un modelo
FUMMOT QL. . ..o 15

3. La subunidad B no toxica de la toxina del colera como adyuvante en un modelo
BUMOT QL. ..o 16

4. La participacion de linfocitos T en la respuesta antitumoral en melanoma................. 17
4.1. Diferenciacion y participacion de los linfocitos T de memoria residente de tejido en

la respuesta inmune contra melanoma. ....................coouiiiiiiiiiiiiiiiinienn.. 18

4.2. Diferenciacion y participacion de los linfocitos T exhaustos en la respuesta inmune

CONMITA MEIANOMUA . .. ... e e 21
JUSTIFICACION ..ottt 23
PREGUNTA DE INVESTIGACION ..ottt 25
HIPOTESIS ..o 25
OBJIETIVOS ..o 26
MATERIALES Y METODOS.........oooiiiiiiiiiii e, 27
RESULTADOS

1. La inmunizacion con Porinas induce un control profildctico y terapéutico contra
LT (o7 Yo 17 B 35
2. Las Porinas generan una respuesta de linfocitos T de memoria circulante y residente
ACTEIAO ... e e 37

3. Las Porinas inducen linfocitos Trm funcionales que controlan el crecimiento

FUMOFAL. .. oo oo e e e e e e 43



4. Las Porinas inducen linfocitos Trm infiltrantes de tumor que protegen contra un
melanoma que expresa antigenos NAMUFALES . .............ooueuiuiiiiiiiiiiiiiiineenenn, 46

5. Las Porinas inducen una proteccion tumoral mds eficiente comparado con la
subunidad B de la toxina del colera.......................c.ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiin. 49

6. Las Porinas inducen linfocitos Trm con un fenotipo progenitor exhausto que
correlaciona con la proteccion tumoral. ...................ccceiiiiiiiiiiiiiiiiinnin, 54

7. Los linfocitos Trm con un fenotipo progenitor exhausto inducidos por las Porinas

correlacionan con la cooperacion de la inmunoterapia anti-PD-1. .................. 61
DISCUSTION. ...ttt 64
CONCLUSIONES . .. e, 79
BIBLIOGRAFIA ..ottt 81
FIGURAS

Figura 1. Las Porinas como adyuvante inducen una respuesta profilactica y terapéutica
anti-tumoral efeCtiVA. ... ... 36

Figura 2. La inmunizacion con Porinas induce una expansion mas eficiente de linfocitos T

CD8* que de linfocitos T CD4 . ... . e e 38
Figura 3. La inmunizacion con Porinas induce linfocitos T de memoria circulante y
linfocitos T productores de IFN-y........o.oiiiiii 39
Figura 4. Las Porinas inducen eficientemente linfocitos T CD8" de memoria residente de
173 10 L T 41
Figura 5. Las Porinas inducen linfocitos CD4" Trm.............oooviiiiiiiiiiiiiiiene, 42

Figura 6. La inmunizacion con Porinas induce una respuesta Trm eficiente que correlaciona
con el control tumMOTal. ... . ..ooiuiii i 44
Figura 7. Las Porinas inducen linfocitos CD8" Trm funcionales resistentes a la eliminacion
sistémica mediada POT ANTICUCTPOS. . ..t uute ettt et et e e e e e e e e e e enaeeaneeeneeans 45
Figura 8. La inmunizacion con Porinas induce linfocitos CD8" Trm que responden a

antigenos naturales de melanoma que controlan el crecimiento ................oovveeeevinnn... 47
Figura 9. Las Porinas inducen linfocitos CD4" Trm en un modelo de antigenos naturales de

INELANOINIA. « et e e e e e, 48



Figura 10. Las Porinas como adyuvante controla mejor el crecimiento tumoral que la
subunidad B de la toxina de cOlera..............oooiiiiiiiiiii 50
Figura 11. Las Porinas inducen linfocitos OT-I Trm con baja expresion de PD-1
comparado con 1a CTB.. ... oo e e 51
Figura 12. Las Porinas inducen linfocitos OT-II Trm con mayor expresion de PD-1
comparado con 1a CTB. .. ... e e 52
Figura 13. Las Porinas y CTB inducen linfocitos T TIM-3* PD-1" CD8" en el estroma
BUIMOTAL .. e e 55
Figura 14. Las Porinas y CTB inducen linfocitos T TIM-3* PD-1* CD8" funcionales en el
eStroma tUMOTAL. . ... .ot e 56
Figura 15. La inmunizacion con Porinas induce linfocitos CD8" Trm con un fenotipo
terminalmente exhausto............ooiii i 58

Figura 16. Las Porinas inducen linfocitos TCF-1* PD-1" CD8" Trm en el estroma tumoral.

Figura 17. Las Porinas inducen linfocitos CD8" Trm con un fenotipo progenitor exhausto
en el estroma tumMOTal..........oeiu it 60
Figura 18. La presencia de linfocitos CD8" Trm con un fenotipo progenitor exhausto
correlaciona con la respuesta a la inmunoterapia anti-PD-1....................... 62
Figura 19. Los linfocitos T CD8" terminalmente exhaustos inducidos por las Porinas no se
modifican con el bloqueo de PD-1...... ... 63
Figura 20. Modelo de proteccion contra el melanoma con la estrategia de inmunizacion

utilizando a las Porinas de Salmonella Typhi............cooooiiiiiiiiiii i 78



LISTA DE ABREVIATURAS

(por sus siglas en inglés y en orden alfabético)

APC: célula presentadora de antigeno profesional
CTB: subunidad B no téxica de la toxina del colera
DC: célula dendritica

ICP: inhibidores de puntos de control inmunitario
i.d.: intradérmico

1.p.: intraperitoneal

1.v.: intravenoso

MAA: antigeno asociado a melanoma

mADb: anticuerpo monoclonal

MO4: linea celular B16-F10-OVA

OT-I: linfocitos T CD8* OV A-especifico

OT-II: linfocito T CD4* OV A-especifico

OVA: ovoalbiimina

PAMP: patrén molecular asociado a patégeno
Porinas: proteina de membrana externa

STING: estimulador de genes de interferon

S. Typhi: Salmonella enterica serovar Typhi

s.c.: subcutdneo

SDLN: nodulo linfatico drenante de piel

Tem: linfocito T de memoria central

Tem: linfocito T de memoria efectora

TIL: linfocitos infiltrantes de tumor

Trm: memoria T residente de tejido.



RESUMEN

La inmunoterapia ha mejorado la respuesta clinica en pacientes de melanoma, sin embargo,
existen pacientes que no responden a las distintas estrategias de inmunoterapia. La busqueda
de poblaciones de la respuesta inmune celular que provean el mejor control tumoral y que
puedan responder a estrategias de inmunoterapia es un tema crucial en la oncoinmunologia.
Los linfocitos T TCF-1" PD-1" infiltrantes de tumor o “progenitores exhaustos” han
mostrado ser una poblacién importante para una prognosis favorable en pacientes de
melanoma. Esta poblacion responde eficientemente al bloqueo de PD-1, diferenciandose a
linfocitos T TIM-3" PD-1" o “terminalmente exhaustos”, conocidos por tener una potente
funcion efectora. En este trabajo se evalu6 a las Porinas de Sal/monella Typhi como un
adyuvante para antigenos tumorales naturales o modelos, en estrategias terapéuticas y
profilacticas de inmunizaciéon en un modelo de melanoma murino. Las Porinas como
adyuvante inducen proteccién contra el melanoma que expresa antigenos naturales o
experimentales, ain después de un segundo reto en ratones que no desarrollaron tumor
después de la primera inmunizacion. Las Porinas expanden eficientemente linfocitos T CD8*
productoras de IFN-y e inducen una memoria central y efectora en nodulos linféaticos, y de
manera importante, linfocitos T de memoria residente de tejido (Trm) en la piel. Las Porinas
inducen linfocitos T TCF-1" PD-1" CD8" Trm en el estroma tumoral y la presencia de esta
poblacién correlaciona con la proteccion del crecimiento tumoral. Notablemente, la
inmunizacion con Porinas coopera con la inmunoterapia anti-PD-1 retrasando el crecimiento
tumoral. Estos hallazgos soportan la utilizacion de estrategias de inmunizacion para

remodelar el estroma tumoral con linfocitos Trm funcionales y duraderos destacando el uso



de las Porinas como adyuvante. Ademas, los resultados revelan que los linfocitos CD8" Trm
con un fenotipo progenitor exhausto es una poblacion importante en el control del melanoma,

independientemente o en cooperacion de la inmunoterapia anti-PD-1.

ABSTRACT

Immunotherapy has improved the clinical response in melanoma patients, although a relevant
percentage of patients still cannot be salvaged. The search for the immune populations that
provide the best tumor control and that can be coaxed by immunotherapy strategies is a hot
topic in cancer research nowadays. Tumor-infiltrating TCF-1" PD-1" progenitor exhausted
CDS8" T cells seem to grant the best melanoma prognosis and also efficiently respond to anti-
PD-1 immunotherapy, giving rise to a TIM-3" PD-1" terminally exhausted population with
heightened effector activity. We tested Porins from Salmonella Typhi as a pathogen
associated molecular pattern adjuvant of natural or model antigen in prophylactic and
therapeutic immunization approach against murine melanoma. Porins induced protection
against melanomas carrying experimental and tumor-native antigens, even upon re-
challenging of tumor-free mice. Porins efficiently expanded IFN-y-producing CD8" T cells
and induced central and effector memory in lymph nodes and tissue-resident (Trm) T cells
in skin. Porins induced TCF-1" PD-1" CD8" Trm cells in the tumor stroma and the presence
of this population correlated with melanoma growth protection in mice. Notably, Porins
immunization also cooperated with anti-PD-1 immunotherapy to hamper melanoma growth.
Our data support the use of cancer vaccination to sculpt the tumor stroma with efficient and

lasting Trm cells with effector activities, highlighting the use of Porins as an adjuvant.



Furthermore, our data place CD8" Trm cells with a progenitor exhausted phenotype as an
important population for melanoma control, either independently or in cooperation with anti-

PD-1 immunotherapy.

MARCO TEORICO

1. Melanoma es un cancer agresivo e inmunogénico

El céncer de melanoma es el tumor maligno derivado de los melanocitos, células
productoras del pigmento melanina en la piel (1). Aunque el melanoma solamente representa
el 1% de todos los tipos de cancer de piel, es la causa de la vasta mayoria de las muertes
relacionadas a cancer de piel, por lo cual se considera el tipo de cancer de piel mas agresivo
(2). En datos reportados en bases de datos de Estados Unidos, un melanoma localizado tiene
una supervivencia del 99% a 5 afos, pero cuando es invasivo el prondstico disminuye a
24.8% (2,3). El pronodstico para pacientes diagnosticados con melanoma invasivo ha
mejorado a lo largo de los Ultimos afos, ahora mas de la mitad sobreviven al menos un afio
gracias a los avances en nuevos tratamientos (2). En México el prondstico para pacientes con
melanoma invasivo es menos alentador. El reporte mas reciente del la Clinica de Melanoma
del Instituto Nacional de Cancerologia menciona que la incidencia incrementd un 500% en
los ultimos afios (4), lo cual coincide con lo que se observa en la base de datos del Global
Cancer Observatory, esfuerzo de la Organizacion Mundial de la Salud (5). En cuanto a la
morbilidad de acuerdo al estadio no existen reportes en México sobre el melanoma invasivo,

a pesar de la alta a morbilidad y la afectacion de grupos en edad productiva (4,6).
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Practicamente todos los tipos de céncer, al tener alteraciones genéticas, presentan
antigenos diferentes a los de las células no transformadas, denominados neo-antigenos. Estos
neo-antigenos son presentados en el contexto de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), lo cual puede potencialmente inducir una respuesta inmune
adaptativa (7). El melanoma no es la excepcion ya que es considerado el tumor mas
inmunogénico, esto concuerda con que sea el tumor con mayor tasa de mutacion y con una
alta expresion de neo-antigenos (8). Correlacionando con esto, el estroma tumoral del
melanoma esta enriquecido de células inmunes con actividad citolitica (9). A pesar de la
expresion de neo-antigenos y de su potencial de generar una respuesta inmune, ésta no es
eficiente si se considera la alta mortalidad observada en los pacientes. Es por esta razon que
en los ultimos afios el sistema inmune ha sido blanco de estrategias de terapias contra el
melanoma, teniendo como objetivo promover una respuesta inmune anti-tumoral eficiente en
los pacientes. Estas estrategias han sido llamadas inmunoterapias, donde la estrategia mas
investigada es la de los inhibidores de puntos de control inmunitario (ICP), siendo el bloqueo
de las moléculas inhibidoras CTLA-4 y PD-1 las primeras aprobadas por la FDA y los
investigadores James P. Allison y Tasuku Honjo, quienes descubrieron el mecanismo de

accion de estas moléculas, galardonados con el Premio Nobel de Medicina el afo 2018.

1.1. La quimioterapia y la inmunoterapia en melanoma

Antes del descubrimiento de la inmunoterapia, la estrategia mas utilizada para
combatir el cancer de melanoma invasivo ha sido la quimioterapia. La dacarbazina es la tinica
quimioterapia aprobada por el algoritmo para el tratamiento del melanoma invasivo por el

consenso de la Society for Immunotherapy of Cancer, pero la temozolomida y
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carboplatino/paclitaxel son usados dependiendo de la experiencia del médico tratante (10).
La dacarbazina es un medicamento que tiene una funcion de metiltransferasa en las guaninas
del DNA, impidiendo el proceso de replicacion resultando en la inhibicion de la division
celular (11), teniendo un efecto terapéutico menor cuando se comparan con las dos
inmunoterapias de ICP, anti-CTLA-4 y anti-PD-1, al observarse una menor supervivencia y

menor tasa de respuesta (12,13).

Entre las dos inmunoterapias de ICP aprobadas por la FDA para tratar el melanoma
invasivo, el bloqueo de PD-1 ha dado mejores resultados que el bloqueo de CTLA-4, y la
combinacion de las dos es la inmunoterapia con la mayor tasa de respuesta y supervivencia
(14). Existen otras estrategias de inmunoterapias aprobadas por la FDA: Aldesleukin,
citocina agonista del receptor IL-2; Interferon a-2b, citocina agonista del receptor
IFNAR1/2; Peginterferon o-2b, citocina agonista del receptor IFNAR y el virus oncolitico
del herpes simplex T-VEC, que infecta a los tumores y promueve su muerte (15). La mayoria
de estas estrategias no son utilizadas tan frecuentemente como los ICP, por lo que existe un
mayor nimero de estudios realizados con los ICP. Los descubrimientos recientes enfocados
a entender porque un porcentaje importante de pacientes con melanoma no responde a la
inmunoterapia anti-PD-1 o termina recayendo, estan relacionados con una falta de linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs) Considerando ademas que los TILs expresan PD-1, el bloqueo
del eje PD-1 y su ligando PD-L1 es un mecanismo relevante para rescatar su funcion efectora

(16,17).
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1.2. La inmunizacion como estrategia de inmunoterapia en melanoma

Dentro de las estrategias de inmunoterapia que existen para inducir una respuesta anti-
tumoral que se traduzca en el control de crecimiento tumoral se encuentra la inmunizacion,
mejor conocida como “cancer vaccine” en oncoinmunologia. Para desarrollar una
inmunizacion se requiere una fuente de antigeno de interés y un adyuvante para activar el
sistema inmune innato. Para la fuente de antigeno existen neo-antigenos como los antigenos
asociado a melanoma (MAA), siendo TRP-2, gp-100 y MART-1 los mas estudiados (18),
también se ha utilizado DNA circular que contenga la informacion genética de los antigenos
de interés o un lisado tumoral, la cual contendria una mayor diversidad de antigenos (19). El
antigeno es importante ya que serd presentado por las células presentadoras de antigeno
profesionales (APC), y asi seleccionar linfocitos T que tengan un receptor de linfocitos T
(TCR) que sea especifico al antigeno de interés, pero para que exista una expansion clonal
que se traduzca en la induccion de una respuesta inmune eficiente es crucial activar a las
APC.

Las APC como macrofagos, linfocitos B y principalmente las células dendriticas
(DC), que presentan los antigenos mediante MHC-1 y MHC-II a linfocitos T CD8" y CD4",
respectivamente, necesitan ser activadas, lo cual resulta en la expresion de moléculas co-
estimuladoras como CD80 y CD86 que activan via CD28 a los linfocitos T (20). Las
moléculas capaces de activar a las DCs en una inmunizacion son los adyuvantes. Dentro de
los mas estudiados se encuentran los agonistas de los receptores tipo-Toll (TLR), los cuales
censan patrones moleculares asociados a patogeno (PAMP) (21-25). Existen varios estudios
de inmunizacion en modelos de cancer murino con diferentes adyuvantes: poly I:C y

ARNAX, agonistas de TLR3; CpG, agonista de TLR9; imiquimod, agonista de TLR7,
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flagelina, agonista de TLR5 y lipopolisacarido, agonista de TLR4 (26-29). El objetivo de las
estrategias de inmunizacion utilizando la mezcla de antigenos y adyuvante es inducir una
respuesta de linfocitos T, de preferencia CD8 por su capacidad citotdxica que sean capaces
de infiltrar el tumor para llevar a cabo su funcién efectora (30,31). Una gran mayoria de
linfocitos T en el microambiente tumoral expresa PD-1, por lo que algunas de las estrategias
de inmunizacién se han combinado con la inmunoterapia anti-PD-1 observandose en algunos
casos una sinergia, aunque el mecanismo de accion del bloqueo de PD-1 en los TILs no se

ha dilucidado por completo (26-28,32).

Hoy en dia la mayoria de las estrategias aprobadas de inmunizacion para tratar cancer
son preventivas, ya que son para evitar los tipos de cancer inducidos por virus, y solamente
hay dos terapéuticas. Una de estas es la utilizacion de Bacillus Calmette-Guérin como terapia
de adyuvante para el cancer de vejiga. A pesar de que el mecanismo de accidon no esta
completamente dilucidado, se ha propuesto que posiblemente las células tumorales de la
vejiga internalizan a la bacteria, lo cual resulta en el reclutamiento de mediadores de la
respuesta inmune, principalmente de linfocitos T CD8*, CD4" y DCs (33). La otra
inmunizacion aprobada se denomina Sipuleucel-T, la cual consiste en la inyeccion de DCs
previamente cultivadas con el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos
fusionada con el antigeno de préstata fosfatasa del acido prostatico, para el tratamiento de
cancer de prostata (34). Aunque en melanoma aun no existe ninguna inmunizacidén
terapéutica aprobada por la FDA, existen varios ensayos clinicos utilizando estrategias muy
variadas (35). También existen intentos en Canada y en Chile para utilizar la inmunizacion
como una alternativa para tratar el melanoma. La estrategia de inmunizacion en Canada se

basa en lisados de melanoma, mientras que en Chile en DCs de pacientes cultivadas con
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lisados de melanoma (36-39). Los esfuerzos para el desarrollo de cancer vaccines son
extensos, con propuestas para el uso de diferentes estrategias que combinan distintos
antigenos y adyuvantes, asi como también intentos de combinarlas con otras inmunoterapias

(40).

2. Las Porinas de Salmonella Typhi como potencial adyuvante en un modelo tumoral

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado la capacidad de adyuvante de las
proteinas de membrana externa (Porinas) de Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi).
Las Porinas son un clasico PAMP que inducen una potente respuesta inmune en raton y en
humano, manifestandose en una induccién de anticuerpos y linfocitos T, resultando en la
proteccion contra la infeccion de S. Typhi (41,42). Se ha reportado que las Porinas son
capaces de incrementar la expresion de las moléculas CD86 y CD40 en DCs mediante la
activacion de TLR2 y TLR4 (43). También una inmunizacién con las Porinas es capaz de
inducir linfocitos T CD8" y CD4" Porinas-especificos y linfocitos T CD4" especificos contra
el antigeno modelo ovoalbiimina (OVA) cuando son utilizadas como adyuvante (41,44-46).
Se ha reportado ademas que se induce un fenotipo de linfocitos T cooperador foliculares por
las Porinas, lo cual promueve la generacion de linfocitos B de memoria derivados de centros
germinales, explicando la generacion de anticuerpos de larga duracion (45).
Importantemente, las Porinas también pueden inducir la generaciéon de linfocitos T
productores de IFN-y, IL-17 e IL-2, citocinas que tienen un papel anti-tumoral importante
(46-50). A pesar de que aun no se ha evaluado la capacidad de las Porinas como adyuvante

para inducir linfocitos T CD8" contra antigenos modelo o derivados de tumores, las Porinas
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son eficientes en activar DCs e inducir una respuesta efectora y de memoria, por lo que se

propone como un adyuvante en un modelo tumoral.

3. La subunidad B no toxica de la toxina del colera como adyuvante en un modelo tumoral

Nuestro laboratorio también se ha enfocado al estudio de la capacidad como
adyuvante de la subunidad B no tdxica de la toxina del colera (CTB). La CTB es parte de la
toxina del cdlera que no tiene propiedades tdxicas, por lo que ha sido utilizada en humanos
con buenos resultados para vacunas contra el célera (51-53). Aunque existe evidencia que la
CTB pueda activar DCs y macrdfagos via TLR (54), se le podria considerar un PAMP no
clasico ya que, a diferencia de los adyuvantes mencionados, activa a las células inmunes
mediante NLRP3, FcRy-CARD9, TREM2 y LMIR5 (55,56). La CTB activa a DCs y
macrofagos in vitro, induciendo NFKB y varias citocinas y quimiocinas (56,57); asi como
también DCs in vivo, incrementando la expresion de CD86 e induciendo migracion y

acumulacién en placas de Peyer (58-61).

También se ha evaluado la respuesta adaptativa inducida por la CTB, donde se ha
reportado que su inmunizacion intradérmica en conjunto con antigenos modelo promueve
una respuesta de linfocitos T CD4* productoras de IFN-y e IL-17 (61). El efecto adyuvante
de la CTB ha sido evaluada en varios modelos, mostrando eficiencia contra el virus de la
influenza (62), rotavirus (63), Bordetella pertussis (64), Streptococcus pneumoniae (65) y
Francisella tularensis (66). La mayoria de estos estudios se les ha relacionado con la

induccion de una respuesta de linfocitos T CD4* y/o la produccién de IFN-y, correlacion que
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también se observd con el modelo de melanoma murino (63). A pesar de que se ha observado
que la CTB puede ser un adyuvante en un modelo tumoral (63), falta determinar que

poblaciones de linfocitos T CD8* se induce en el estroma tumoral.

4. La participacion de linfocitos T en la respuesta antitumoral en melanoma

La teoria mas aceptada al respecto de la relacion entre la respuesta inmune y el tumor
es la inmunovigilancia, que es la capacidad del sistema inmune de reconocer y eliminar
activamente células tumorales (7). Aunque cada vez aumentan los reportes que muestran un
papel antitumoral de la respuesta inmune innata, la mayoria de datos clinicos y
experimentales evidencian que la respuesta inmune adaptativa es la mas importante en la
inmunovigilancia, en particular los linfocitos T CD8" y la firma de IFN-y (67-69). Aunque
los linfocitos T CD4" se les ha relacionado con mal prondstico, principalmente asociado con
la presencia de la subpoblacion de linfocitos con funcion reguladora (70-72), hay evidencia
que los linfocitos T CD4" son importantes para la cooperacion en la respuesta efectora
eficiente de los linfocitos T CD8" y para la disminucion de la expresion de ICPs (73,74). De
las subpoblaciones de linfocitos T CD8" que han tenido una mayor correlacion con una
eficiente respuesta anti-tumoral es el fenotipo de memoria residente de tejido (Trm). Por otra
parte, los subtipos de linfocitos exhaustos que se caracterizan por la expresion del marcador
PD-1 se pensaba que no eran funcionales, sin embargo recientemente se ha demostrado que

pueden ser rescatados y ejercer su funcion efectora.
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4.1. Diferenciacion y participacion de los linfocitos T de memoria residente de tejido en

la respuesta inmune contra melanoma

Descubrimientos recientes han sugerido que para tumores sélidos la capacidad de los
linfocitos T de llevar a cabo su funcion en la localizacion especifica del estroma tumoral es
determinante para el control tumoral. Es importante la presencia de linfocitos funcionales y
metabdlicamente activos, que se puedan adherir y migrar de forma correcta en el tejido. Los
linfocitos Trm, residentes de tejido, que se observan en el tumor expresan la integrina CD103,
ligando de E-cadherina, molécula que se expresa en células epiteliales, esta interaccion les
permite la adherencia apropiada al epitelio de distintos tejidos (75). Los linfocitos Trm
expresan ademas CD69, que a pesar de que se utiliza como marcador de activacion temprana,
su funcidén es inhibir la expresion de receptores de esfingosina-1-fosfato (76,77), un
quimioatrayente producido por c€lulas endoteliales para iniciar la extravasacion (78). Estos
linfocitos también expresan CD44, que ademas de ser un marcador de memoria, se une al
acido hialuronico, componente de la matriz extracelular (75,79). Estas moléculas permiten la
retencion de linfocitos Trm en el tejido siendo capaces de proliferar in situ, pero se ha
estipulado que son incapaces de regresar a circulacion. Recientemente se ha demostrado que
los linfocitos Trm tienen una firma transcriptémica diferente a los subtipos de linfocitos T de
memoria circulante, central (Tcm) y efectora (Tem) (80). Interesantemente, estudios
recientes demostraron que los linfocitos Trm ya establecidos en piel son capaces, después de
un segundo encuentro con su antigeno, de proliferar, regresar a circulacion y diferenciarse en

Tem y Tem en ganglios (81,82).
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El precursor de los linfocitos Trm proviene del precursor de memoria T KLRG", del
cual también se derivan los linfocitos Tcm y Tem (80,83,84). Los linfocitos T virgenes y
Tem son capaces de diferenciarse a linfocitos Trm, siendo mas eficientes los linfocitos T
virgenes (85,86). Se observado que a los 7 dias de una infeccion con un modelo viral, los
linfocitos Trm en desarrollo tienen el 90% del programa transcripcional, por lo que se asume
que el inicio de la firma Trm ocurre de manera temprana antes de los 7 dias de infeccion
(83). Las DCs durante el priming son capaces de proveer diferentes sefiales para la
diferenciacion a los subtipos de memoria, observandose que las DCs CLEC9a" CD8a*
dependientes del factor de transcripcion Batf3 son necesarias para la diferenciacion a
linfocitos Trm, pero no para las de memoria circulante (87). Este hallazgo en raton se observo
de igual forma en humanos con las DCs CDIc" y CD141* (88). La capacidad de DCs
CLEC9a" CD8a." Batf3-dependiente en la induccion de una respuesta Trm se le atribuye a la
sefalizacion accesoria en el priming, por la secrecion de IL-12, IL-15 y expresion de CD24
(87). Un paso critico en la generacion de linfocitos Trm es el reclutamiento de linfocitos pre-
Trm en los tejidos, la cual se puede promover por la expresion de ligando de CCRS por los
macrofagos (89) y la expresion local de CXCL9 y CXCLIO0, la cual es promovida por la
citocina IFN-y secretada por linfocitos T CD4" (80,90). Una vez en el tejido, la maduracion
completa del fenotipo Trm dura alrededor de 2 semanas, cuando las moléculas caracteristicas,
CD69 y CD103, se expresan en los linfocitos T, esto en modelos de infeccion viral en piel
(80,84,91,92). También es crucial la sefializacion via TGF-f, ya que induce la expresion de

CD103 el cudl es determinante para mantener el linfocito Trm en tejido (80,93-95).
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Los mecanismos mencionados en conjunto son determinantes en la induccién y
migracion de linfocitos con fenotipo de memoria residente de tejido, los cuales tienen
distintos mecanismos para combatir las células tumorales (96,97). Los linfocitos Trm son
capaces de secretar granzima B (GZMB) permitiendo la destruccion directa de las células
tumorales, resultando en la liberacion de nuevos antigenos asociados a tumor, los cuales
podria inducir una respuesta de linfocitos T con un mayor repertorio anti-tumoral (98-100).
También son capaces de secretar IFN-y, el cual inhibe la division de células tumorales y
aumenta la expresion de MHC-I (101). El IFN-y también es capaz de inhibir la resistencia
del tumor a la quimioterapia mediada por fibroblastos asociados a tumor (102,103), asi como
reclutar nuevas células de la circulacion (90,104). Los linfocitos Trm también son capaces
de secretar diferentes quimiocinas, como CCL4 y XCLI, las cuales atraen DCs XCRI1"
Batf3* (105), capaces de tomar antigenos tumorales y asi inducir nuevos linfocitos Trm
(106,107). Todos estos mecanismos anti-tumorales podrian explicar porque la presencia de

linfocitos T CD8" Trm correlaciona con buen prondstico en diferentes tumores solidos en

humanos (98,99,108-116)

Considerando lo anterior, es importante que las estrategias de cancer vaccines sean
capaces de inducir una respuesta Trm, ya que se ha observado que son mas eficientes que las
inmunizaciones que solamente inducen una memoria circulante (63,85,109,117-119), siendo
unos de los adyuvantes capaces de inducir una respuesta Trm la CTB, aunque solamente se
ha evaluado en los linfocitos T CD4" (63). Aunque la administracion de estas inmunizaciones
que generan una respuesta Trm no son sistémicas sino que por via epidermal, se han

observado linfocitos Trm especificos en piel distante al lugar de inmunizacion (119),
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inclusive en tejido intestinal (63). Esto podria ser el resultado del reclutamiento a piel de
precursores de linfocitos Trm en la fase efectora de la respuesta (80,83,120), para luego la
diseminacion a travéz de la circulacion y epidermis (81,82,121), promoviendo una proteccion
sistémica a un reto con melanoma (119). Ademas, los linfocitos Trm expresan el ICP PD-1
en tejido (76,122) y en tumor (98,112,113,117,123,124), por lo que su inducciéon en
combinacion con el bloqueo de PD-1 podria tener un efecto sinérgico. De hecho, los
linfocitos Trm responden al anticuerpo (mAb) anti-PD-1 aumentando su capacidad citolitica
in vitro (98) e incrementando su nimero de infiltrado en melanoma (85), posiblemente por

su capacidad de proliferar in situ (85,125).

4.2. Diferenciacion y participacion de los linfocitos T exhaustos en la respuesta inmune

contra melanoma

El otro fenotipo de linfocitos T que se ha asociado con el control del crecimiento
tumoral es el fenotipo exhausto, inducido por la estimulacion cronica de antigenos tumorales,
el cual inicialmente fue asociado con el marcador PD-1 y una disfuncion en linfocitos T
(126). Sin embargo, basandose en modelos de infeccion viral en raton, se esta empezando a
comprender que hay diferentes subtipos de linfocitos T PD-17 CD8" que conforman el
fenotipo exhausto, como el progenitor exhausto (TCF-1" PD-1") y el terminalmente exhausto
(TIM-3" PD-1%) (127,128). Una de las diferencias que existen entre estos dos subtipos es que
los linfocitos T progenitor exhaustos son capaces de proliferar ante la terapia anti-PD-1,

resultando en un control inmune eficiente de las infecciones virales cronicas (129-131).
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Recientemente los dos subtipos exhaustos han sido identificado en los TILs
provenientes de melanoma en ratén (127). De forma similar a lo observado con las
infecciones virales, solamente los linfocitos T progenitores exhaustos infiltrantes de tumor
proliferaron ante el bloqueo de PD-1 (127). Previamente se habia evaluado una poblaciéon
equivalente en humanos, células TCF-7" CD8" (el ortoélogo de TCF-1 en humanos). La
presencia de esta poblacion correlaciona positivamente a la respuesta a la inmunoterapia anti-
PD-1, aumentando la supervivencia de los pacientes con melanoma (132). Aunque los
linfocitos T progenitores exhaustos no son capaces de tener una respuesta efectora, son
capaces de diferenciarse a linfocitos T terminalmente exhaustos con una potente actividad
anti-tumoral, como la citotoxicidad y secrecion de moléculas como IFN-y y GZMB

(133,134).

Estos hallazgos no son tinicos de melanoma, ya que estos subtipos exhaustos han sido
identificados en pacientes con cancer de rifion y pulmoén, observandose un mejor prondstico
con la presencia de linfocitos T progenitor exhaustos (135,136). La mayoria de los estudios
se enfocan en los fenotipos progenitor exhausto y terminalmente exhausto, pero estudios
transcriptomicos de cé€lulas independientes han evidenciado que pueden existir un mayor
nimero de poblaciones, ya que en estudios de cancer de pulmon humano se identificaron 2
subtipos (terminalmente diferenciado TIM-3" y tipo-célula madre TCF-1%) (135) y en
melanoma humano y murino 4 subtipos (dos subtipos TCF-17, uno residente CD69" y otro
circulante CD69-, tipo-efector y terminalmente exhausto) (137). Estos estudios sugieren que
estas subpoblaciones exhaustas podrian ser estados transicionales de la diferenciacion de los

linfocitos T progenitores exhaustos a las terminalmente exhaustos. Tomando en cuenta la
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sensibilidad a la inmunoterapia anti-PD-1 de los linfocitos T progenitores exhaustos, se ha
evaluado cuales son los factores de transcripcion requeridos para su desarrollo y su papel en
diferentes tipos de céancer (138). Por otra parte, considerando que los linfocitos T
terminalmente exhaustos son capaces de destruir las células tumorales, a diferencia de su
precursor, ambos subtipos son cruciales para una eficiente respuesta anti-tumoral (127,128),
por lo que poder inducirlas por medio de estrategias de cancer vaccines seria de gran
relevancia para la inmunoterapia. Recientemente se reportd que por medio de una
transferencia adoptiva y la inmunizacién con un antigeno modelo, péptido de gp33, y el
adyuvante poly I:C, se puede inducir linfocitos T TCF-1 en el melanoma de raton (139). En
concordancia con reportes previos, la presencia de esta poblacion hace mas eficiente la
inmunoterapia anti-PD-1/CTLA-4 (139). De esta manera la busqueda de adyuvantes que
puedan inducir estas poblaciones aiin en ausencia de estrategias de transferencia adoptiva
podria ser de gran importancia, considerando que en humanos no todos los pacientes

presentan una respuesta natural contra el tumor.

JUSTIFICACION

El melanoma es el cancer de piel mas agresivo. Afortunadamente las estrategias de
inmunoterapia, principalmente el bloqueo del ICP PD-1, han proporcionado una mejora
importante en los pacientes de melanoma. A pesar de esto, un porcentaje importante de
pacientes no responden a esta terapia. Una de las principales causas de falta de respuesta a la
terapia con anticuerpos anti-PD-1 es la falta de linfocitos T en el infiltrado tumoral, por lo
que las estrategias para inducir una respuesta de linfocitos infiltrantes de tumor son de gran

relevancia. La estrategia de inmunoterapia que es capaz de inducir una respuesta inmune es
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la inmunizacion terapéutica o “cancer vaccine”, la cual requiere de una fuente de antigenos
tumorales, como los MAAs, y un adyuvante que pueda activar a las subpoblaciones de DCs
que beneficien la induccion de una respuesta mediada por linfocitos T con un fenotipo

eficiente y una funcién anti-tumoral eficiente.

Dentro de los adyuvantes mds eficientes utilizados en diferentes estrategias de
inmunizacion se encuentran los tipos PAMPs, que activan a DCs por medio de TLRs. Estas
estrategias de inmunizacidn terapéuticas se han utilizado contra melanoma, observandose
mejores resultados cuando se utilizan en combinacion con inmunoterapia anti-PD-1. Sin
embargo, se desconoce el mecanismo por el cual se obtiene un efecto sinérgico, considerando
los diferentes fenotipos que induce la inmunizacién en el tumor. Recientemente se ha
reportado que los linfocitos Trm son determinantes en el control del crecimiento tumoral en
melanoma. De manera importante se reporté ademas que los linfocitos T CD8" con un
fenotipo de progenitor exhausto, responden ante el bloqueo de PD-1, diferenciandose a
linfocitos T terminalmente exhaustos, los cuales muestran una respuesta efectora anti-
tumoral. Existen varias estrategias de inmunizaciones, con distintos adyuvantes capaces de
inducir una respuesta anti-tumoral eficiente. En algunas inmunizaciones se ha observado un
incremento en la respuesta cuando se combina con la inmunoterapia anti-PD-1, sin embargo,
no se ha estudiado a profundidad las poblaciones que se inducen y que podrian participar en
esta sinergia. Recientemente se reportd que, en una estrategia de inmunizacion utilizando
poly I:C como adyuvante, la induccion de linfocitos T CD8 con fenotipo de progenitor
exhausto fue determinante en el control tumoral y en la sinergia con el bloqueo de PD-1
(139). Por lo que evaluar estrategias de inmunizacion que induzcan este fenotipo, asi como

determinar si este fenotipo progenitor exhausto podria estar asociado a la induccion de
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linfocitos de memoria residente de tejido, los cuales son determinantes en el control tumoral,

es de vital importancia.

En este contexto, evaluar el papel de las Porinas como un adyuvante en la proteccion
contra el crecimiento de melanoma, asi como evaluar las poblaciones que se inducen para
determinar su potencial de respuesta en combinacion con la terapia anti-PD-1 en un modelo
experimental de melanoma, generaria conocimiento de vanguardia en el campo de la

inmunoterapia en cancer.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Las Porinas utilizadas como adyuvante en un modelo de melanoma en raton podrian inducir
una respuesta anti-tumoral eficiente mediada por linfocitos T de memoria, ya sea

independiente o en combinacion con la inmunoterapia anti-PD-1?

HIPOTESIS

La inmunizacién con las Porinas como adyuvante en un modelo de melanoma en raton

inducird una respuesta anti-tumoral eficiente mediada por linfocitos T de memoria,

resultando en una sinergia con la inmunoterapia anti-PD-1.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la inmunizacion con las Porinas como adyuvante en un modelo de melanoma
en raton induce una respuesta anti-tumoral eficiente mediada por linfocitos T de memoria,

asi como evaluar la sinergia con la inmunoterapia anti-PD-1.

OBJETIVOS

1. Determinar si una inmunizacién profilactica y terapéutica con las Porinas como
adyuvante es capaz de evitar o retrasar el crecimiento tumoral de melanoma.

2. Evaluar el fenotipo de memoria que induce una inmunizacion con las Porinas como
adyuvante en el sitio de inoculacion y en el ganglio drenante.

3. Determinar si la respuesta anti-tumoral inducida en el estroma tumoral por las Porinas
es mediada por linfocitos T de memoria residentes de tejido, asi como el fenotipo
exhausto de esta poblacion.

4. Evaluar el potencial de adyuvante de las Porinas utilizando distintos antigenos de
melanoma.

5. Comparar la respuesta inmune inducida por las Porinas, un adyuvante PAMP clasico,
contra un adyuvante PAMP no clasico.

6. Determinar el impacto del control tumoral por la combinacion de la inmunizacion

utilizando las Porinas como adyuvante y la inmunoterapia anti-PD-1.
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MATERIALES Y METODOS

Ratones

Los ratones con fenotipo silvestre C57BL/6 fueron obtenidos del Bioterio de la Unidad de
Medicina Experimental de la Facultad de Medicina, UNAM y BIOINVERT. Los ratones
transgénicos OT-IxCD45.1" fueron obtenidos del Laboratorio Crispin-Rosetti, Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, y los OT-1IxCD45.1" del Bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo
con las normas sobre cuidado y experimentacién en animales establecidas por las
regulaciones nacionales y el Comité Institucional de Etica (R-2015-785-008). Los ratones

utilizados tuvieron la misma edad (8-10 semanas) y sexo (machos).

Reto de melanoma

Las lineas celulares de melanoma B16-F10 o B16-F10-OVA (MO4) fueron cultivadas con
DMEM  suplementadas con 10% de suero fetal bovino (FBS), 0.1%
penicilina/estreptomicina, 0.2% I-glutamina (Gibco), 0.05% 2-mercaptoetanol, 0.01%
piruvato de sodio, 0.1% HEPES, y 0.1% aminoacidos no-esenciales. Las lineas de melanoma
fueron inyectadas por via subcutanea (s.c.) 2.5 x 103 células en el dorso izquierdo. El ancho
y largo de los tumores fue medido con un Vernier cada dos dias después del dia 5 de la
inoculacion. El volumen tumoral fue calculado en mm? con la siguiente formula: 4/37 (%4

ancho)?(4 largo). También se anoto el dia de aparicion del tumor mediante palpacion manual,
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para asi calcular el porcentaje de ratones libres de tumor. Ratones con un tumor mayor a 7000

mm? o con caquexia fueron sacrificados.

Inmunizacion e inmunoterapia

Los ratones fueron inyectados por via s.c. en el dorso izquierdo con 30 pg del antigeno
modelo ovoalbimina (OVA) y 10 pg del adyuvante: las Porinas Omp-C y Omp-F de S. Typhi
9,12, Vi:d. ATCC 9993 obtenido del laboratorio del Dr. Constantino Lopez, UIMIQ (42) o
la subunidad B no téxica de la toxina del colera (CTB) (Sigma-Aldrich). Inyecciones s.c. con
PBS, OVA, Porinas o CTB fueron utilizadas como grupos control. Para el experimento con
los antigenos asociados melanoma (MAA), los ratones fueron inyectados con 70 nmol de
TRP-2 (AnaSpec) y 70 nmol de gp100 (MyBioSource), en presencia o no de Porinas, 10y 3

dias antes del reto con B16-F10, basado en trabajos previos (140).

Para los experimentos profilacticos, los ratones fueron retados con MO4 7 dias después del
la inmunizacion, y al dia 28 los ratones inmunizados libres de tumor fueron retados por
segunda vez con MOA4. Para los experimentos terapéuticos el reto con MO4 fue 7 dias previos
de la inmunizacion, con o sin la inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 100 ug del anticuerpo
monoclonal (mAb) anti-PD-1 (BioLegend), a los dias 19, 21 y 23 después del reto con

melanoma, solamente en los grupos inmunizados.
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Eliminacion de linfocitos circulantes

Los ratones inmunizados con OVA + Porinas fueron inoculados por via intraperitoneal (i.p.)
con 100 pg del mAb anti-CD8 (TIB105), para eliminar linfocitos T CD8*, 0 250 ug de anti-
CD4 (GK1.5), para eliminar linfocitos T CD4", o 250 pg del mAb control (III-10). El
esquema de eliminacion fue inyectando i.p. un dia previo al reto con MO4, el dia del reto y
cada 3 dias después, las ultimas dos inyecciones se realizaron cada 4 dias, siendo el dia de
término especificado en cada experimento. La inmunizacion fue 7 dias, 4 semanas o 4
semanas con un refuerzo antes del reto con MO4. Al término del experimento se obtuvieron
muestras tumorales y de sangre, para identificar linfocitos Trm y circulantes,
respectivamente. Los linfocitos infiltrantes de tumor fueron obtenidos del tumor y tefiidos
para CDA45, FixAqua, CDS§, CD4, CD103, CD69; las células mononucleares de sangre

periférica, fueron tefiidos para CD8 y CD4 para ser analizados por citometria de flujo.

Enriquecimiento de linfocitos T CD8" y CD4* OV A-especificos y transferencia celular

Se colectaron los ganglios linfaticos drenantes de piel (SDLN), ganglios mesentéricos y bazo
de los ratones OT-IxCD45.1" y OT-IIxCD45.1%, para ser colocados de forma separada en
medio RPMI (Gibco) suplementado al 5% con FBS, 300ug/mL de glutamina, 100 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (Biowest), para ser macerados y obtener una
suspension celular. Los eritrocitos fueron lisados con el buffer de lisis RBC (BioLegend).
Las suspensiones de los ganglios y el bazo fueron mezcladas e incubadas por 30 min en hielo
con los sobrenadantes de hibridoma de rata caseros contra CD4 (GK1.5), linfocitos B

(RA3.6B2), células MHC-II* (NIMR4), macrofagos (F4/80) y células NK (NK1.1) para
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obtener linfocitos T OT-IxCD45.1%; y contra CD8 (TIB105), linfocitos B (RA3.6B2), células
MHC-II+ (NIMR4), macréfagos (F4/80) y células NK (NK1.1) para obtener linfocitos T OT-
[IxCD45.1". Luego las células fueron lavadas y resuspendidas en medio RPMI suplementado
y colocados en cajas Petri, previamente recubiertas con anti-IgG de rata (ThermoFisher), e
incubadas por 40 min a 4 °C. Las cé€lulas no adherentes fueron recuperadas, lavadas y
resuspendidas en PBS para su inyeccion intravenosa (i.v.) por la vena retro-orbital, con una

pureza de OT-1y OT-II mayor al 95%.

Los ratones CD45.2* congénitos recibieron i.v. 3 x 10° linfocitos T OT-IxCD45.1"y 3 x 10°
linfocitos OT-IIxCD45.17. Después de 24 horas los ratones fueron anestesiados para ser
inmunizados intradérmicamente (i.d.) en ambas orejas con 15 pg del antigeno OVA y con 5

pg de Porinas o 5 pg de CTB como adyuvante.

Procesamiento de Orejay Tumor

Después de 7 o 28 dias de la inmunizacion, los ratones previamente transferidos con
linfocitos T OT-1 y OT-II, fueron sacrificados para colectar SDLN y las orejas. Los SDLN
fueron macerados y pasadas por un filtro de 70um (Corning). La suspension celular de la piel

fue obtenida mediante una digestion enzimatica con 0.25 mg/mL de Liberasa TL (Roche) y

0.125 mg/mL de DNAsa (Roche) por 45 min a 37° C, para luego ser cortada en pequefios
trozos con tijeras e incubada en la misma condicion y agitacion constante. La digestion
enzimatica fue detenida agregando 0.5 uM EDTA, para luego ser filtrada con un filtro de

70um (Corning), seguido por la adicion de 0.125 mg/mL de DNAsa por 5 min en hielo.
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Finalmente, las células fueron lavadas con PBS, contadas y tefiidas. Las células de SDLN
fueron divididas para la estimulacion in vitro. Se realizd una tincion de superficie para
CD45.1, CD8, CD4, CD62L y CD44. Los linfocitos infiltrantes de piel fueron tefiidos para

CD45, FixAqua, CD45.1, CD8, CD4, CD103, CD69 y PD-1.

Al término de los experimentos de crecimiento tumoral, se obtuvieron muestras de tumor
para analizar los TILs por citometria de flujo y cortes tumorales por inmunofluorescencia
(IF) y microscopia confocal. Para obtener TILs los tumores fueron separados de la piel
utilizando tijeras, y luego pesados para calcular la frecuencia de las distintas poblaciones en
relacion con la masa tumoral. Los tumores fueron cortados en pequefios pedazos con tijeras
e incubados durante una hora con 400 U/mL de Colagenasa D (Roche) y 5 pg/mL de DNAsa
en una solucion salina balanceada de Hanks' con Calcio y Magnesio (Gibco). La reaccion
enzimatica fue detenida con 0.5 uM EDTA, la suspension celular se pas6 por un filtro de
70um, seguido de 0.125 mg/mL de DNAsa por 5 min en hielo. Las células fueron
resuspendidas en una solucion de Percoll al 40% y se les agregd una solucion de Percoll al
90% al fondo del tubo (GE Healthcare), el cual se centrifugé por 30 min. Los linfocitos
fueron colectados de la interfase, lavados y contados, para luego ser tefiidos con CD45,

FixAqua, CD8, CD4, CD103, CD69, TCF-1, TIM-3 y PD-1.
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Re-estimulacion in vitro

Las células de los SDLN fueron resuspendidas en RPMI suplementado al 10% de FBS, 300
pg/mL de glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, 110 pg/mL de
piruvato de sodio y 10 uM B- de mercaptoetanol. Las células fueron incubadas por 48 horas
con 1 mg/mL de los péptidos 257-264 (SIINFEKL) (InvivoGen) y 323-339 (InvivoGen) de
OVA, seguido por la incubacion con el coctel de estimulacion con inhibidor de transporte de
proteinas, como lo especifica el fabricante (eBioscience), por 4 horas a 37 °C. Las células re-

estimuladas fueron tefiidas para CD45, FixAqua, CD45.1, CD8, CD4 e IFN-y.

Citometria de Flujo

Para el célculo de nimeros absolutos, las células fueron tefiidas con anti-CD45-PECy7
(BioLegend) y DAPI (ThermoFisher), mezcladas inmediatamente con las perlas de conteo
absoluto CountBright (ThermoFisher) y analizadas por citometria de flujo. Para la tincion de
superficie las células se tifieron con los siguientes anticuerpos: anti-CD45-PB (BioLegend)
o -PECy7, anti-CD45.1-Percp-CyS5.5 (BioLegend), anti-CD8-FITC (BioLegend) o -APC
(BD Pharmingen), anti-CD4-APC-Cy7 (BD Pharmingen), anti-CD44-BV510 (BioLegend),
anti-CD62L-PE-Cy7 (BioLegend), anti-CD103-PECy7 (BioLegend), anti-CD69-PE
(InvitroGen), anti-PD-1-APC (BioLegend) y anti-TIM-3-PE/Dazzle™594 (BioLegend).
También se incluyo el marcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable Aqua (Thermofisher).
La tincidon intracelular se realizd posterior a la tinciébn de superficie, incubando con

soluciones de fijacion y permeabilizacion (Thermofisher), de acuerdo con las instrucciones
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del fabricante. Las tinciones intracelulares incluyeron anti-IFN-y-APC (BioLegend) y anti-
TCF-1-AF488 (Cell Signaling Technology). Las células fueron adquiridas en un citdmetro
BD FACSCanto II o BD FACSAria (Becton, Dickinson and company). Los datos obtenidos

fueron analizados con el programa Flowjo (Tree Star, Inc.).

Inmunofluorescencia

El tejido tumoral fue embebido en Tissue-Tek (Sakura). La muestra fue cortada en secciones
de 5 um en laminillas cargadas (Superfrost Plus Yellow) y rehidratados. Para la recuperacion
de antigenos inducidos por calor, se utilizo el buffer de citratos a un pH 6.0 (citrato de sodio
10 uM) a 90 °C por 20 minutos. Las secciones fueron permeabilizadas (10 mg/mL de
albumina de suero bovino, 5% de suero de caballo, 0.02% de azida de sodio y 0.5% de Triton)
por 2 horas e incubadas con los anticuerpos primarios anti-CD8-FITC, anti-CD103
(BioLegend), anti-PD-1-APC, anti-TCF-1-AF488, anti-TIM-3-PE/Dazzle™?594, anti-IFN-y-
PE o anti-GZMB (BioLegend) a temperatura ambiente por 18 horas. Los mAb anti-CD103,
anti-GZMB y anti-TCF-1 fueron revelados con el mAb secundario acoplado con AF-647 o
AF-594 (Jackson ImmunoResearch Labs). Los nticleos fueron contratefiidos con Hoechst
(Invitrogen) por 10 minutos. Las secciones fueron montadas con Vectashield (Vector
Laboratories) y evaluadas en un microscopio confocal invertido Nikon Ti Eclipse (Nikon
Corporation), utilizdndose NIS Elements v.4.50 y analizados en el programa ImagelJ (ImageJ

software, National Institutes of Health; http://rsbweb.nih.gov/ij/).
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Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Prism 6.0 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA). Cuando se compararon dos grupos, la significancia estadistica fue
calculada usando la prueba de t-Student no pareada. Para la comparacion de mas de dos
grupos, se utilizo la prueba de ANOVA de una o dos vias con comparaciéon multiple de
Turkey para la significancia estadistica. Para la significancia estadistica para el porcentaje de
ratones libres de tumor se utilizo la prueba de Log-rank (Mantel-Cox). Un valor de p<0.05

fue considerado como significativo.
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RESULTADOS

1. La inmunizacion con las Porinas induce un control profilactico y terapéutico contra

melanoma

En nuestro equipo de trabajo se reportd que una de las caracteristicas de las Porinas
de S. Typhi es la capacidad de activar DC y de inducir una respuesta mediada por linfocitos
T. En este trabajo se evalu6 el potencial de las Porinas como un adyuvante tipo PAMP en un
modelo de melanoma en ratdn, inicialmente en una estrategia de inmunizacion profilactica.
Con este fin, los ratones fueron inmunizados s.c. en el dorso izquierdo con el antigeno modelo
ovoalbumina (OVA) y las Porinas como adyuvante. Las mismas condiciones fueron llevadas
a cabo en los grupos control: OVA, Porinas y PBS. Después de 7 dias de la inmunizacion,
los ratones fueron retados s.c. en el mismo sitio con la linea de melanoma B16-F10 que
expresa constitutivamente OVA (MO4). A los ratones se les evalu6 la aparicion del tumor y
se realizd un seguimiento del crecimiento tumoral. Se observo que el 60% de los ratones
inmunizados estaban libres de tumor y el resto con un volumen tumoral menor a 2 mm?; en
cambio, todos los ratones de los grupos control tenian tumores establecidos con un volumen
mayor a 1000 mm? (Fig. 1A). Estos resultados indican que la inmunizacion profilactica con
OVA + Porinas retrasa significativamente el crecimiento tumoral comparado con los grupos

control.

35



i -7 0 21
A Dias

Inmunizacién ~ Reto de MO4

30004

@ PBS
# OVA
# Porinas
¥ OVA + Porinas
— 100
_ 120004
£ 15
= £
© ( 2
S b [
1S °
S 10004 0
c. y 2
@ ¥ 2 501
g * (%2
= * () =
= < I
> .9 * k| %
15+ &“ * k| %
10 ®
54
0+ - 0 T T T T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Dias post-inoculacion de MO4 Dias post-inoculacién de MO4
Dias 0 7 21 Dias -7 0 28 100
P 3
R R Nl
Reto de MO4  Inmunizacién P @o @O
* PBS & & ®
8000 = OVA xS )
A Porinas & ® €
70004 *+ OVA + Porinas 100007 @ PBS
¥ OVA + Porinas
@_'6000 518000
£ £
= £
= 50007 =
5 HEHE T 6000
£ 4000 *| ¥ ¥ g
2 3
c. 40001
OEJ 3000 S
3 §
9 2000 S
> § 2000
10004
% 0 00
o T 7 T T 5 B
0 5 10 15 20 T 1er reto T 2do reto Dias
Dias post-inoculacion de MO4 MO4 MO4

Figura 1. Las Porinas como adyuvante inducen una respuesta profilactica y terapéutica
anti-tumoral efectiva. (A) Ratones C57BL/6 fueron inmunizados s.c. en el dorso izquierdo
con OVA + Porinas o inoculados con los grupos control: OVA, Porinas o PBS. Siete dias
después, se inocularon s.c. 2.5 x 10° células de la linea celular MO4 en el mismo sitio de la
inmunizacion. El volumen tumoral y los ratones libres de tumor fueron evaluados cada tres
dias, empezando del dia 7 hasta el dia 21. (B) Ratones fueron retados con MO4 y después de
7 dias inmunizados con OV A + Porinas o inoculado con los grupos control. (C) Los ratones
inmunizados con OV A + Porinas libres de tumor del experimento profilactico (N = 4), fueron
retados por segunda vez con MO4 al dia 28. Datos agrupados de tres experimentos
independientes con 3 ratones por condicion. * p < 0.05, **** p <0.0001.
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Obtener una respuesta inmune eficiente capaz de controlar el crecimiento tumoral
mediante una inmunizacidn terapéutica es un mayor desafio comparado con la estrategia
profilactica. Para determinar si las Porinas también podrian ser capaces de controlar un tumor
ya establecido, los ratones fueron inoculados s.c. con MO4 y 7 dias después se les inmunizo
s.c. con las condiciones mencionadas previamente. En efecto, la combinacién OV A + Porinas
fue capaz de controlar significativamente el crecimiento tumoral comparado con los grupos
control (Fig. 1B). Posteriormente se puso a prueba la capacidad de las Porinas en inducir una
respuesta de memoria, capaz de controlar un segundo reto de melanoma. Ya que todos los
ratones tratados terapéuticamente con OVA + Porinas desarrollaron tumores pequefos, se
evalué la memoria en ratones libres de tumor después de un tratamiento profilactico,
retandolos con el melanoma MO4 28 dias después del primer reto. Se observé que al final de
un seguimiento de 100 dias, 3 de 4 de los ratones retados por segunda vez se mantuvieron
sin tumor (Fig. 1C). Estos resultados demuestran que las Porinas de S. Typhi son un eficiente
adyuvante tipo PAMP en las estrategias de inmunizacién profilactica y terapéutica,
induciendo una proteccion que sugiere la induccion de una memoria eficiente contra el

melanoma.

2. Las Porinas generan una respuesta de linfocitos T de memoria circulante y residente

de tejido.

Al observar que las Porinas pueden ser utilizadas como adyuvante contra el
melanoma, como siguiente objetivo se quiso comprender mejor su efecto adyuvante. Para
esto se evaluo la capacidad de las Porinas de inducir linfocitos T, los cuales se han reportado

como esenciales para el control tumoral. Con este fin se siguio la respuesta contra el antigeno
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modelo OVA, transfiriendo i.v. linfocitos OT-IxCD45.1* (CD8") y OT-1IxCD45.1" (CD4"),
los cuales expresan TCRs especificos para los epitopos de OVA que son reconocidos por los

linfocitos T CD8 y CD4, respectivamente.

A PBS OVA + Porinas

18.3

SsC

CD45.1

v

CD4

cps
(oT-I)

cp4
(OT-11)

SDLN

27.

W PBS
B OVA + Porinas

Figura 2. La inmunizacion con Porinas induce una expansion mas eficiente de linfocitos
T CD8" que de linfocitos T CD4". Ratones CD45.2" fueron transferidos i.v. con linfocitos
T CD8" CD45.1" (OT-I) y linfocitos T CD4" CD45.1" (OT-II) OV A-especificos y al dia
siguiente inmunizados i.d. en ambas orejas con OV A + Porinas o con los grupos control. (A)
Se analiz6 la expansion de linfocitos T CD45.17, OT-1y OT-II de SDLN mediante citometria
de flujo. También se analizo los linfocitos T CD8" y CD4" provenientes de la poblacion
CD45.1°. Comparacion de la frecuencia de linfocitos OT-I (B) y linfocitos OT-II (C) SDLN
entre la inmunizacion OVA + Porinas y PBS. Datos agrupados de tres experimentos
independientes con 3 ratones por cada grupo. * p <0.05, ** p <0.01, **** p <0.0001.
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Figura 3. La inmunizacion con Porinas induce linfocitos T de memoria circulante y
linfocitos T productores de IFN-y. Ratones CD45.2" fueron transferidos i.v. con linfocitos
T CD8" CD45.1" (OT-I) y linfocitos T CD4" CD45.1" (OT-II) OV A-especificos y al dia
siguiente inmunizados i.d. en ambas orejas con OVA + Porinas o con los grupos control.
Analisis de las Tem (CD62L" CD44") y Tem (CD62L- CD44" CD69") provenientes de
linfocitos OT-1 (A) y OT-II (B) SDLN a los dias 7 y 28 post-inmunizacién. Linfocitos OT-I
(C) y OT-II (D) productores de IFN-y provenientes de SDLN re-estimulados con péptidos de
OVA (SIINKFEL and 323-339). (D) Relacion de la frecuencia entre linfocitos OT-1 y OT-I1
de SDLN. Datos agrupados de tres experimentos independientes con 3 ratones por cada
grupo. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.

La transferencia adoptiva se hizo en ratones CD45.2, los cuales fueron inmunizados
1.d. con OVA + Porinas un dia después en la oreja. En los ratones inmunizados con OVA +
Porinas se observo al dia 7 una expansion de linfocitos CD45.1" en los nddulos linfaticos

drenantes de piel (SDLN), las cuales consistian de linfocitos OT-I y OT-II, sin haber cambios
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en la poblacion CD45.1 negativa (Fig. 2A). Adicionalmente, se aprecio que a los dias 7 y 28
la frecuencia de los linfocitos OT-1 en SDLN fue significativamente mayor en los ratones
inmunizados con OVA + Porinas comparado con PBS (Fig. 2B), mientras que los linfocitos
OT-II s6lo incrementaron en porcentaje significativamente al dia 7 (Fig. 2C).
Posteriormente, se evaluaron los dos subtipos de memoria circulante, Tcm (CD44" CD62L")
y Tem (CD44" CD62L" CD69"). Se pudo observar que en los ratones inmunizados con OVA
+ Porinas se aprecia una respuesta con fenotipo Tcm y con fenotipo Tem al dia 7, siendo
mayoritaria la poblaciéon Tcm al dia 28 (Fig. 3A). Resultados similares se observan en la
formacion de memoria circulante en los linfocitos OT-II inducidos por OVA + Porinas (Fig.
3B). Para evaluar funcionalidad, se determino la capacidad de producir IFN-y en linfocitos T
re-estimulados ex vivo con péptidos de OV A-especificos para CD8 y CD4. En los ratones
inmunizados con OV A + Porinas se observo al dia 7 un 25% de linfocitos OT-I productoras
de IFN-y, aumentando a 60% al dia 28 (Fig. 3C). De manera similar, se observaron linfocitos
OT-II IFN-y" (Fig. 3D), aunque la frecuencia de OT-II fue significativamente menor que la

respuesta OT-I, particularmente al dia 28 (Fig. 3E).

Después de demostrar la capacidad de las Porinas como adyuvante de generar y
expandir linfocitos T de memoria en SDLN, también se evalué su capacidad de inducir
linfocitos Trm (CD103" CD69") en la piel, posiblemente el tipo de memoria mas relevante
en el control de melanoma. Se utilizé la misma estrategia de transferencia adoptiva explicada
anteriormente, observandose que unicamente en la inmunizacion OVA + Porinas se
apreciaron linfocitos T CD45.1" en la piel, tanto al dia 7 como al dia 28 después de la

inmunizacion (Fig. 4A,B). El fenotipo Trm se observo en linfocitos OT-I1 'y OT-II (Fig. 4A,C
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y Fig. SA,B), pero nuevamente con una frecuencia significativamente reducida de los

linfocitos OT-II (Fig. 5C).
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Figura 4. Las Porinas inducen eficientemente linfocitos T CD8" de memoria residente
de tejido. (A) Ratones CD45.2" fueron transferidos i.v. con linfocitos T CD8 CD45.1* (OT-
I) y linfocitos T CD4" CD45.1" (OT-II) OV A-especificos y al dia siguiente inmunizados i.d.
en ambas orejas con OVA + Porinas o con los grupos control, para analizar los linfocitos
infiltrantes de la piel, células CD45.1" y linfocitos OT-I Trm (CD103" CD69") a los dias 7 y
28 post-inmunizacion. Porcentaje y niimeros absolutos de los linfocitos CD45.1" (B) y OT-1
Trm (C). Datos agrupados de tres experimentos independientes con 3 ratones por cada grupo.
*p <0.05, ** p<0.01.
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Estos resultados indican que las Porinas como adyuvante inducen la formacion de

linfocitos productores de IFN-y, una citocina relevante en el control del cancer, asi como

también una respuesta temprana y duradera de linfocitos Tecm y Tem en SDLN, e

importantemente linfocitos Trm en el sitio de inmunizacion, siendo la respuesta CD8 la mas

abundante.
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Figura 5. Las Porinas inducen linfocitos CD4" Trm. (A) Ratones CD45.2" fueron
transferidos i.v. con linfocitos T CD8" CD45.1" (OT-I) y linfocitos T CD4" CD45.1" (OT-
IT) OV A-especificos y al dia siguiente inmunizados i.d. en ambas orejas con OVA + Porinas
o con los grupos control, para analizar OT-II Trm infiltrantes de piel a los dias 7 y 28 post-
inmunizacion. (B) Porcentaje y niimero de los linfocitos OT-II Trm. (C) Relacion de la
frecuencia entre linfocitos OT-I y OT-II infiltrantes de piel. Datos agrupados de tres
experimentos independientes con 3 ratones por cada grupo. ** p <0.01, **** p <(0.0001
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3. Las Porinas inducen linfocitos Trm funcionales que controlan el crecimiento tumoral

Para determinar la contribucién individual de linfocitos T de memoria en la
proteccion contra el crecimiento del melanoma, se eliminaron los linfocitos T circulantes
CD8"y CD4" inyectando i.p. 8 dosis de anticuerpos anti-CD8 o anti-CD4. Para este objetivo
se compararon tres estrategias de inmunizacion: 1) 7 dias, 2) 28 dias y 3) 35 dias con un
refuerzo al dia -28, antes del reto con el melanoma MO4. Estudios previos han documentado
que los linfocitos T infiltrantes de piel y tumor son resistentes a la eliminacion mediada por
anticuerpos, a diferencia de los linfocitos que estan en circulacion (119). La eficacia de la
eliminacion de los linfocitos T circulantes se muestra en la Fig. 6A. La estrategia de
inmunizacion y esquema de eliminacion de linfocitos T se muestran en la parte superior de
las Fig. 6B-D. Importantemente, se observd un control del crecimiento tumoral atn sin la
presencia de los linfocitos T circulantes CD8* o CD4" con los esquemas de 7 dias antes del
reto y el de 35 dias con refuerzo (Fig. 6B,D), pero no cuando se inmuniz6 28 dias antes del
reto (Fig. 6C). En concordancia con trabajos previos, se corrobor6 que los linfocitos T CD8*
y CD4" infiltrantes de tumor no fueron afectados por la eliminacion de linfocitos T
circulantes en los ratones inmunizados con OVA + Porinas (Fig. 6E). Para evaluar la
formacion de linfocitos Trm en el estroma tumoral después de la estrategia
inmunizacion/refuerzo, se utilizdé la microscopia de inmunofluorescencia (IF) para
determinar la presencia y funcioén de la respuesta Trm. Se observo un incremento en el
infiltrado de linfocitos T CD8" que expresan CD103 en los ratones inmunizados comparado

con el grupo control (Fig. 7A,B), los cuales tambien expresan [IFN-y (Fig. 7A) y GZMB (Fig.
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7B). Similar a lo previamente reportado, la formacion de la respuesta Trm no fue afectada

por la eliminacion de los linfocitos T circulantes (Fig. 7C).
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Figura 6. La inmunizacion con Porinas induce una respuesta Trm eficiente que
correlaciona con el control tumoral. (A) Ratones inmunizados con OVA + Porinas se les
eliminoé los linfocitos T CD8* o CD4" circulantes, tratados i.p. con mAb anti-CD8 o anti-
CD4, respectivamente. El seguimiento del crecimiento tumoral fue llevado a cabo con tres
diferentes estrategias de inmunizacion, 7 dias (B), 28 dias (C) y 35 dias con refuerzo (D)
antes de la inoculacion de MOA4. Las flechas indican los dias que se les administr6é los mAb
anti-CD8 o anti-CD4. (E) Analisis de la frecuencia de TILs CD8" y CD4" mediante
citometria de flujo Datos agrupados de tres experimentos independientes con 3-4 ratones por
cada grupo. *** p <0.001, **** p <0.0001.
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Figura 7. Las Porinas inducen linfocitos CD8" Trm funcionales resistentes a la
eliminacion sistémica mediada por anticuerpos. Ratones fueron inmunizados 35 y 28 dias
antes del reto con MO4. Linfocitos del estroma tumoral CD103" (rojo) CD8" (verde) que
expresan IFN-y (cyan) (A) o GZMB (cyan) (B) (micrografia de inmunofluorescencia de una
zona aumentada) (barra de escala =20um) (flechas rojas muestran ejemplos representativos).
(C) Analisis de linfocitos Trm provenientes de TILs por citometria de flujo. Datos agrupados
de tres experimentos independientes con 3-4 ratones por cada grupo.
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Estos resultados indican que las Porinas modelan importantemente la respuesta de
linfocitos T de la piel, lo cual parece ser determinante en el control del crecimiento tumoral,
probablemente por la induccion temprana de linfocito Trm funcionales, los cuales necesitan

un refuerzo para mantener la proteccion al reto con melanoma a tiempos tardios.

4. Las Porinas inducen linfocitos Trm infiltrantes de tumor que protegen contra un

melanoma que expresa antigenos naturales

Después de demostrar que las Porinas pueden inducir una respuesta antitumoral
eficiente mediada por linfocitos Trm utilizando un antigeno modelo, el siguiente objetivo fue
determinar la extension de la proteccion contra el melanoma evaluando el efecto adyuvante
de las Porinas contra dos MAAs, TRP-2 y gp100, previamente reportados como antigenos
relevantes en el desarrollo de cancer vaccines (18). Para este objetivo los ratones fueron
inmunizados 10 dias antes del reto con el melanoma B16-F10, basado en estrategias de
inmunizacion reportadas previamente (140,141). Se realiz6 un refuerzo 7 dias después de la
primera inmunizacion, tiempo en que los linfocitos Trm ya estan establecidos en piel (Fig.
4). En los ratones inmunizados con MAA + Porinas se pudo observar un eficiente control del
crecimiento tumoral comparado con los grupos control MAA y PBS (Fig. 8A).
Interesantemente, las Porinas solas con el esquema de inmunizacioén/refuerzo muestran una
proteccion eficiente. Ademas, no se observa una diferencia significativa en el crecimiento
tumoral entre la inmunizacion MAA + Porinas y las Porinas solas. Lo anterior sugiere
fuertemente que las Porinas son capaces de inducir una respuesta inmune contra antigenos

tumorales adicionados de forma exdgena y contra antigenos tumorales enddgenos.
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Figura 8. La inmunizacion con Porinas induce linfocitos CD8* Trm que responden a
antigenos naturales de melanoma que controlan el crecimiento. (A) Ratones fueron
inmunizados s.c. con Porinas y dos MAA (TRP-2 y gp-100), 10 y 3 dias antes del reto con
B16-F10. (B) Analisis de linfocitos Trm provenientes de TILs CD8" por citometria de flujo.
Frecuencia y nimeros absolutos por masa tumoral de TILs CD8" (C) y CD8* Trm (D). Datos
agrupados de dos experimentos independientes con 5 ratones por cada grupo. * p <0.05, **
p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.
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Figura 9. Las Porinas inducen linfocitos CD4" Trm en un modelo de antigenos naturales
de melanoma. Ratones fueron inmunizados s.c. con Porinas y dos MAA (TRP-2 y gp-100),
10 y 3 dias antes del reto con B16-F10. (A) Andlisis de linfocitos Trm provenientes de TILs
CD4" por citometria de flujo. Frecuencia y nimeros absolutos por masa tumoral de TILs
CD4" (B) y CD4" Trm (C). (D) Comparacion de la frecuencia entre linfocitos T CD8" y
CD4" infiltrantes de tumor. Datos agrupados de dos experimentos independientes con 5
ratones por cada grupo. * p <0.05, *** p <0.001.

Considerando que nuestros resultados sugieren que el control del crecimiento
tumoral es dependiente de los linfocitos encontrados en el estroma tumoral (Fig. 6 y 7), se
determiné la presencia de TILs en los tumores de los ratones inmunizados. A pesar de que

en el grupo de MAA + Porinas se observa un mayor porcentaje de linfocitos T CD8™, la

densidad de esta poblacion en el tumor fue similar a los otros grupos (Fig. 8B,C).
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De forma notable, se pudo observar que la formacion de linfocitos CD8" Trm
solamente fue apreciada en los grupos MAA + Porinas y las Porinas solas (Fig. 8B,D), lo
que coincide con que estos son los grupos en donde se observd un mejor control en el
crecimiento tumoral (Fig. 8A). No se encontr6 una diferencia entre los grupos en la respuesta
de TILs CD4" (Fig. 9A,B), pero la formacion de linfocitos CD4" Trm también se observo
unicamente en los grupos que controlaron el crecimiento tumoral (Fig. 9C), aunque
nuevamente su frecuencia fue significativamente menor comparada con la respuesta CDS8
(Fig. 9D). Estos resultados muestran la que la utilizacion de las Porinas como adyuvante se
puede extender para inducir una respuesta contra antigenos asociados a melanoma, asi como
también la correlacion que existe entre la formacion de linfocitos Trm y el control del

crecimiento tumoral.

5. Las Porinas inducen una proteccion tumoral mas eficiente comparado con la

subunidad B de la toxina del colera.

Para poner en contexto el efecto de adyuvante de las Porinas (PAMP clésico) con otro
adyuvante, se compard contra la CTB (PAMP no clasico). En nuestro equipo de trabajo se
reportd que la CTB promueve la formacion de linfocitos Trm que protegen contra el
melanoma (63). Los ratones fueron inmunizados profilacticamente con los diferentes
adyuvantes y 7 dias después retados con el melanoma MO4 (Fig. 10A, arriba). Se observo
que las Porinas y la CTB exhiben una proteccion profilactica retrasando el crecimiento
tumoral comparado con los grupos control. Sin embargo, se observé un mejor control de el

crecimiento tumoral con la OVA + Porinas, el cual fue significativo, comparado con todos

49



SSC

OVA + Porinas

OVA + CTB

los demas grupos, determinado por el volumen tumoral y porcentaje de ratones libres de

tumor (Fig. 10A, abajo).
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Figura 10. Las Porinas como adyuvante controla mejor el crecimiento tumoral que la
subunidad B de la toxina del célera. (A) Ratones fueron inmunizados s.c. con OVA +
Porinas u OVA + CTB vy los controles: CTB y PBS. Después de 7 dias fueron retados con
MO4, anotando el volumen tumoral y los ratones libres de tumor. Ratones CD45.2* fueron
transferidos i.v. con linfocitos T CD8" CD45.1" (OT-I) y linfocitos T CD4" CD45.1" (OT-
IT) OV A-especificos y al dia siguiente inmunizados i.d. en ambas orejas con OVA + Porinas
o con los grupos control, comparando las inmunizaciones OVA + Porinas y OVA + CTB.
(B) Analisis de la expansion de linfocitos CD45.17 en la piel a los dias 7 y 28 mediante
citometria de flujo. Frecuencia y nimeros absolutos de linfocitos CD45.1" a los dias 7 (C) y
28 (D). Datos agrupados de tres experimentos independientes con 3-4 ratones por cada grupo.
*p <0.05, ** p<0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.
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Figura 11. Las Porinas inducen linfocitos OT-I Trm con baja expresion de PD-1
comparado con la CTB. Ratones CD45.2" fueron transferidos i.v. con linfocitos T CD8"
CD45.1" (OT-I) y linfocitos T CD4" CD45.1" (OT-II) OV A-especificos y al dia siguiente
inmunizados i.d. en ambas orejas con OVA + Porinas o con los grupos control, comparando
las inmunizaciones OVA + Porinas y OVA + CTB. (A) Anélisis de linfocitos OT-I Trm y su
poblacion PD-1" por citometria de flujo. Frecuencia y nimeros absolutos de linfocitos OT-1
Trm y PD-1* OT-I Trm 7 (B,C) y 28 (E,F) dias después de la inmunizacion. La intensidad
media de fluorescencia normalizada (nMFI) de PD-1 de los linfocitos OT-I Trm al dia 7 (D)
y 28 (G) después de la inmunizacion. Datos agrupados de tres experimentos independientes
con 3-4 ratones por cada grupo. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Para una mejor comprension en la relevancia de los linfocitos T de memoria, se
compar6 la capacidad de generar linfocitos CD8* Trm por las Porinas y por la CTB,
anticipandose una mayor respuesta en el grupo de OVA + Porinas por la mejor proteccion
tumoral observada. También se determiné la expresion de PD-1 como un indicador de
agotamiento temprano en linfocitos infiltrantes de piel, transfiriendo adoptivamente

linfocitos OT-IxCD45.1" y OT-1IxCD45.1".
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Figura 12. Las Porinas inducen linfocitos OT-II Trm con mayor expresion de PD-1
comparado con la CTB. Ratones CD45.2" fueron transferidos i.v. con linfocitos T CD8*
CD45.17 (OT-]) y linfocitos T CD4" CD45.1" (OT-1I) OV A-especificos y al dia siguiente
inmunizados i.d. en ambas orejas con OVA + Porinas o con los grupos control, comparando
las inmunizaciones OVA + Porinas y OVA + CTB. (A) Analisis de linfocitos OT-II Trm y
su poblacion PD-1" por citometria de flujo. Frecuencia de linfocitos OT-I Trm y PD-1" OT-
[ Trm 7 (B) y 28 (C) dias después de la inmunizacion. Datos agrupados de tres experimentos
independientes con 3-4 ratones por cada grupo. * p < 0.05, ** p <0.01.
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En los ratones inmunizados con OVA + CTB se observo a los 7 y 28 dias una
expansion significativamente mayor de linfocitos infiltrantes de piel CD45.1" comparado con
la inmunizacion OV A + Porinas (Fig. 10B-D). Ademas, se apreci6 con la inmunizacion OVA
+ Porinas una mayor eficiencia en la formacion de linfocitos OT-I Trm comparado con OVA
+ CTB al dia 7 (Fig. 11A,B), aunque no se reflejo en los numeros absolutos por la superior
expansion de linfocitos CD45.1" por la CTB (Fig. 10C). Interesantemente, se pudo observar
a los 7 dias que los linfocitos OT-I Trm inducidos por las Porinas tienen un porcentaje y
namero de células PD-1" menor a los inducidos por la CTB (Fig. 11A,C), corroborandose
también por la menor intensidad media de fluorescencia (MFI) de PD-1 comparado con la
CTB (Fig. 11D). Al dia 28 después de la inmunizacion se observo un patron similar (Fig.
11E-G), sugiriendo que la mejor proteccion conferida por la OVA + Porinas podria ser
debida a los bajos niimeros de linfocitos PD-1" OT-I Trm. Por el contrario, aunque la
frecuencia de los linfocitos OT-II Trm es mayor con la inmunizacion con las Porinas
comparado con la CTB (Fig. 12A), ambos adyuvantes inducen una alta frecuencia de
linfocitos PD-1" OT-II Trm al dia 7 (Fig. 12B), siendo al dia 28 mayor la inducida por las
Porinas (Fig. 12C). En resumen, aunque la CTB promueve una expansion mayor de linfocitos
T OVA-especificos en la piel, las Porinas son capaces de inducir eficientemente una
poblacion de linfocitos CD8* Trm con una baja expresion de PD-1, y probablemente por esta
diferencia temprana de agotamiento, las Porinas promueven un control del melanoma mas

eficiente.
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6. Las Porinas inducen linfocitos Trm con un fenotipo progenitor exhausto que

correlaciona con la proteccion tumoral.

Considerando que las inmunizaciones con los adyuvantes Porinas y CTB proveen un
modelo para comparar la induccién de poblaciones que protegen contra el melanoma, se
compar6 la capacidad de ambos adyuvantes en inducir linfocitos T enddgenos sin la
utilizacion de la transferencia adoptiva (63). Con este fin, primero se compar6 la proteccion
terapéutica contra el melanoma MO4 dada por las inmunizaciones OVA + Porinas y OVA +
CTB, observandose nuevamente una mejor proteccion con las Porinas (Fig. 13A). Después
se determind si las Porinas y la CTB pueden inducir una respuesta funcional analizando la
formacion de linfocitos T productores de IFN-y, funcion asociada a linfocitos T
terminalmente exhaustos (127,128). De hecho, se observaron TILs CD8" productoras de
IFN-y en ambas inmunizaciones, lo cual no se aprecia en el control PBS (Fig. 13B). El
analisis por citometria de flujo de los TILs CD8" mostr6 en la inmunizacion OVA + CTB
una frecuencia de linfocitos PD-1" mayor comparado con OVA + Porinas, aunque esta
diferencia no se reflejé en nimeros absolutos (Fig. 13C,D). Cuando se evalu6 la presencia
de linfocitos T terminalmente exhaustos, se apreciaron TILs CD8* que co-expresan PD-1 y
TIM-3 en ambas inmunizaciones, sin haber una diferencia en la expresion de TIM-3 entre
ellas (Fig. 13E,F). Importantemente, se confirm¢ la funcionalidad de los linfocitos T TIM-
3" CD8" por medio de la expresion de IFN-y y GZMB, sin apreciarse alguna diferencia entre
ambas inmunizaciones (Fig. 14A,B). La secrecion de IFN-y y GZMB ha sido previamente

asociada con linfocitos T terminalmente exhaustos (127,128).
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Figura 13. Las Porinas y CTB inducen linfocitos T TIM-3* PD-1" CD8" en el estroma
tumoral. (A) Ratones fueron inoculados con MO4 e inmunizados s.c. 7 dias después con
OVA + Porinas u OVA + CTB, o con el control PBS, y se les dio seguimiento del crecimiento
tumoral hasta el dia 21. (B) TILs CD8" (verde) IFN-y*(rojo) (micrografia de
inmunofluorescencia representativa de una zona aumentada) (barra de escala = 20um)
(flechas rojas muestran ejemplos representativos). (C) Citometria de flujo de TILs PD-1"
CD8" y (D) sus frecuencias y nimeros absolutos por masa tumoral. (E) La intensidad media
de fluorescencia (MFI) de TIM-3 de TILs CD8" y PD-1" CD8". (F) TILs CDS8" (verde) que
expresan PD-1 (cyan) y TIM-3 (rojo) (micrografia de inmunofluorescencia representativa
de una zona aumentada) (barra de escala = 20um) (flechas rojas muestran ejemplos
representativos). Datos agrupados de tres experimentos independientes con 3-4 ratones por
cada grupo. **, p <0.01, **** p < 0.0001.

38.4

801 — 1 cD8* PD-1+ CD8* 80 801

A 4
A ees M ees
| OVA+Porinas % OVA+Porinas

||| ova+cms [ OVA+cTB

@
=

60

61.5

TIM-3 MFI
(CD8%)
TIM-3 MFI
(PD-1+ CD8")

| \ \
! |
V- \m S S N
20 204
il

M-3

IS
S

40

% PD-1* CD8*
(cD8")

no. PD-1+ CD8+ por gr de tumor (x103)

OVA + Porinas

OVA +CTB

55

H PBS
W OVA + Porinas
W OVA+CTB



OVA + Porinas PBS

OVA + CTB

OVA + Porinas PBS

OVA + CTB

Figura 14. Las Porinas y CTB inducen linfocitos T TIM-3* PD-1" CD8" funcionales en
el estroma tumoral. Ratones fueron inoculados con MO4 e inmunizados s.c. 7 dias después
con OVA + Porinas u OVA + CTB, o con el control PBS, y se les dio seguimiento del
crecimiento tumoral hasta el dia 21. TILs CD8" (verde) TIM-3" (rojo) que expresan IFN-y
(cyan) (A) o GZMB (cyan) (B) (micrografia de inmunofluorescencia representativa de una
zona aumentada) (barra de escala =20um) (flechas rojas muestran ejemplos representativos).
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También se evaluo el fenotipo terminalmente exhausto en los ratones inmunizados
con MAA + Porinas y las Porinas solas, aprecidndose que solamente la inmunizacion MAA
+ Porinas fue capaz de inducir TILs CD8" y TILs CD8" Trm que co-expresan PD-1 y TIM-
3 (Fig. 15A,B), poblacién previamente documentada (98,109). Cabe mencionar que la
presencia de linfocitos TIM-3" PD-1" CD8" Trm no correlaciona con el control del

crecimiento tumoral (Fig. 15B y Fig. 8A).

Tomando en cuenta que los TILs terminalmente exhaustos inducidos por las Porinas
no mostraron una correlacion con la proteccion, se evaluaron los TILs CD8* con un fenotipo
progenitor exhausto analizando la expresion de TCF-1. Mediante la inmunofluorescencia de
las células presentes en el estroma tumoral se pudo observar linfocitos T TCF-1" CD8*
solamente con la inmunizacion OVA + Porinas (Fig. 16A). En la inmunizacion OVA +
Porinas se observo un incremento en la MFI de TCF-1 de los TILs CD8" y TILs PD-1* CDS8",
pero sin una diferencia significativa comparada con OVA + CTB (Fig. 16B). Considerando
la alta expresion de TCF-1 por los TILs CD8" inducidos por las Porinas, se evalu6 si el
fenotipo progenitor exhausto derivaba de la poblacion Trm. En los ratones inmunizados con
OVA + Porinas se observé una mayor infiltracion de linfocitos CD8" Trm en el tumor
comparado con los ratones inmunizados con OVA + CTB (Fig. 16C,D). De manera similar,
las Porinas inducen una mayor formacion de linfocitos PD-1" CD8" Trm en el tumor
comparado con CTB (Fig. 16C,E). Interesantemente, los TILs que expresan TCF-1
corresponden a los linfocitos PD-1" CD8" Trm, tunicamente observados en ratones
inmunizados con OVA + Porinas (Fig. 16F,G), corroborado también por el MFI de TCF-1

(Fig. 14H).
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Figura 15. La inmunizacién con Porinas induce linfocitos CD8* Trm con un fenotipo
terminalmente exhausto. Ratones fueron inmunizados s.c. con Porinas y dos MAA (TRP-
2y gp-100), 10 y 3 dias antes del reto con B16-F10. Analisis de linfocitos T terminalmente
exhaustos provenientes de TILs CD8" (A) y CD8" Trm (B) por citometria de flujo, con su
frecuencia y numeros absolutos por masa tumoral. Datos agrupados de dos experimentos
independientes con 5 ratones por cada grupo. * p <0.05, ** p <0.01.
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Figura 16. Las Porinas inducen linfocitos TCF-1* PD-1" CD8" Trm en el estroma
tumoral. Ratones fueron inoculados con MO4 e inmunizados s.c. 7 dias después con OVA
+ Porinas u OVA + CTB, o con el control PBS, y se les dio seguimiento del crecimiento
tumoral hasta el dia 21. (A) TILs CD8" (verde) TCF-1" (cyan) (micrografia de
inmunofluorescencia representativa de una zona aumentada) (barra de escala = 20um)
(flechas rojas muestran ejemplos representativos). (B) MFI de TCF-1 proveniente de TILs
CD8" y PD-1* CD8". (C) Analisis por citometria de flujo de linfocitos PD-1" CD8* Trm.
Frecuencia y niimeros absolutos por masa tumoral de linfocitos CD8" Trm (D) y linfocitos
PD-1" CD8* Trm (E). Analisis de TILs CD8" Trm progenitor exhaustos (TCF-1* PD-17) (F)
y su frecuencia y nimeros absolutos por masa tumoral (G). (H) MFI de TCF-1 proveniente
de TILs CD8" Trm y PD-1" CD8" Trm. Datos agrupados de tres experimentos
independientes con 3-4 ratones por cada grupo. * p < 0.05, ** p <0.01.
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Figura 17. Las Porinas inducen linfocitos CD8" Trm con un fenotipo progenitor en el
estroma tumoral. Ratones fueron inoculados con MO4 e inmunizados s.c. 7 dias después
con OVA + Porinas u OVA + CTB, o con el control PBS, y se les dio seguimiento del
crecimiento tumoral hasta el dia 21. TILs CD8" (verde) TCF-1" (rojo) CD103 (cyan)
(micrografia de inmunofluorescencia representativa de una zona aumentada) (barra de escala
= 20um) (flechas rojas muestran ejemplos representativos).

Esta poblacion también se evidencio por medio de IF, donde se aprecian linfocitos T TCF-1°
CD103* CD8" en el estroma tumoral de los ratones inmunizados con OVA + Porinas (Fig.
17). Estos resultados demuestran que las Porinas inducen linfocitos CD8" Trm con fenotipo

progenitor exhausto, el cual correlaciona con el control del crecimiento tumoral.



7. Los linfocitos Trm con un fenotipo progenitor exhausto inducidos por las Porinas

correlacionan con la cooperacion de la inmunoterapia anti-PD-1.

Considerando que los TILs con un fenotipo progenitor exhausto tienen la capacidad
de responder al bloqueo de PD-1 (127,132), se evalu6 si los linfocitos T TCF-1" PD-1*
CD103" inducidos con las Porinas, con fenotipo de progenitor exhausto, podrian responder
a una inmunoterapia anti-PD-1. Con este fin, se administraron tres dosis de mAb anti-PD-1
a los dias 19, 21 y 23 en los ratones terapéuticamente inmunizados con OVA + Porinas o
OVA + CTB (Fig. 18A, arriba) (127). Para este experimento la inmunoterapia fue ejecutada
solamente en los ratones que tuvieron tumores de tamafios similares en ambas
inmunizaciones, para asi comparar solamente el microambiente tumoral modificado por los

diferentes adyuvantes ante el bloqueo de PD-1.

Los resultados muestran que el crecimiento tumoral de los ratones inmunizados con
OVA + CTB no fue modificada por los mAb anti-PD-1, en contraste, en los ratones
inmunizados con OVA + Porinas el bloqueo de PD-1 retrasa significativamente el
crecimiento tumoral (Fig. 18A, abajo). Estos hallazgos evidencian que las Porinas
promueven la formacion de linfocitos CD8* Trm con un fenotipo y funcién de progenitor

exhausto capaces de responder al bloqueo de PD-1.
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Figura 18. La presencia de linfocitos CD8" Trm con un fenotipo progenitor exhausto
correlaciona con la respuesta a la inmunoterapia anti-PD-1. (A) Ratones fueron
inoculados con MO4 e inmunizados s.c. 7 dias después con OVA + Porinas u OVA + CTB,
o con el control PBS, y luego tratados i.p. con mAb anti-PD-1 (flechas), se les dio
seguimiento su crecimiento tumoral hasta el dia 28. TILs CD8" (verde) TCF-1" (rojo) que
expresan PD-1 (cyan) (B) o CD103 (cyan) (C) provenientes de los tumores de ratones
inmunizados con OVA + Porinas con o sin anti-PD-1 mAb (micrografia de
inmunofluorescencia representativa de una zona aumentada) (barra de escala = 20um)
(flechas rojas muestran ejemplos representativos). Datos agrupados de tres experimentos
independientes con 3-4 ratones por cada grupo. ** p <0.01, *** p <0.001.
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Figura 19. Los linfocitos T CD8* terminalmente exhaustos inducidos por las Porinas no
se modifican con el bloqueo de PD-1. Ratones fueron inoculados con MO4 e inmunizados
s.c. 7 dias después con OVA + Porinas u OVA + CTB, o con el control PBS, y luego tratados
i.p. con mAb anti-PD-1. TILs CD8" (verde) TIM-3" (rojo) PD-1" (cyan) provenientes de los
tumores de ratones inmunizados con OVA + Porinas con o sin anti-PD-1 mAb (micrografia
de inmunofluorescencia representativa de una zona aumentada) (barra de escala = 20um)
(flechas rojas muestran ejemplos representativos).

Estos resultados indican que existe una clara diferencia entre las inmunizaciones en
la generacion de linfocitos PD-1" CD8" Trm que expresan TCF-1, siendo las Porinas el
adyuvante capaz de inducirlos a comparacion de la CTB (Fig. 16F,G). Considerando lo
anterior, se evalu6 la formacion de linfocitos T TCF-1" en los ratones inmunizados con las
Porinas con o sin el bloqueo de PD-1, para analizar el cambio que induce la terapia anti-PD-
1 en esta poblacion. En los ratones inmunizados con OVA + Porinas y tratados con mAb
anti-PD-1 se pudo observar en el estroma tumoral la formacion de agrupaciones de linfocitos

TCF-1" PD-1" CD8" (Fig. 18B), asi también el incremento de linfocitos TCF-17 CD103*
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CD8" (Fig. 18C), sugiriendo la expansion de esta poblacion en respuesta a la inmunoterapia.
En contraste, la frecuencia de linfocitos TIM-3" PD-1" CD8" no se vio alterada después del
bloqueo de PD-1 en los ratones inmunizados con OVA + Porinas (Fig. 19). Tomando en
cuenta todos estos hallazgos, se sugiere fuertemente la importancia del papel de los linfocitos
CD8" Trm progenitor exhausto en el control del melanoma, independientemente o en

cooperacion con la inmunoterapia anti-PD-1.

DISCUSION

Hoy en dia la inmunoterapia mas efectiva para tratar a los pacientes con melanoma
es el bloqueo de PD-1, sin embargo, la respuesta ante esta terapia depende de la presencia de
TILs. La presencia de linfocitos T CD8" en el estroma tumoral ha sido tradicionalmente un
marcador de buen pronostico en diferentes tipos de cancer (142). Recientemente se ha
demostrado que la presencia de linfocitos Trm en el estroma tumoral es determinante en el
control del crecimiento tumoral en melanoma. Se ha demostrado ademas que la presencia de
linfocitos T CD8" con fenotipo de progenitor exhausto es crucial en la proteccion y en la
cooperacion con la inmunoterapia anti-PD-1 en melanoma. Los hallazgos de este trabajo de
tesis reportan que la inmunizacion utilizando a las Porinas como adyuvante, induce una
respuesta antitumoral eficiente en un modelo de melanoma de raton. Esta respuesta inducida
por las Porinas es mediada por linfocitos CD8" Trm con un fenotipo de progenitor exhausto
que responden al bloqueo de PD-1. Por lo que la utilizacion de las Porinas como adyuvante
resulta en una estrategia eficiente de inmunizacion para inducir una respuesta anti-tumoral,

independiente o en cooperacion con la inmunoterapia anti-PD-1 (Fig. 20).
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Los primeros resultados obtenidos de este trabajo demostraron que las Porinas de S.
Typhi son un adyuvante tipo PAMP eficiente en un modelo de melanoma en raton, en una
estrategia profilactica y terapéutica. Estos hallazgos muestra el potencial para la utilizacion
de las Porinas en el desarrollo de cancer vaccines como un adyuvante contra el melanoma.
Se observo que la inmunizacion con las Porinas es capaz de inducir una respuesta de memoria
circulante mediada por linfocitos T CD8* y CD4", asi como también linfocitos T productores
de IFN-y en ganglios, siendo la poblacion de linfocitos T CD8" la mas abundante. Aunque la
presencia de linfocitos T CD8" es reportada como la mas relevante en la respuesta anti-
tumoral, la funcion de los linfocitos T CD8" mejora con la cooperacion de los linfocitos T

CD4" (73), por lo que es importante poder inducir ambas respuestas.

Un desafio més importante en estrategias de inmunizacion es inducir una respuesta
de linfocitos Trm, ya que estos son capaces de llegar al tumor, establecerse y ejercer su
funcion efectora. Se observo que las Porinas, en una inmunizacion en la piel, inducen
eficientemente linfocitos Trm capaces de controlar el crecimiento tumoral, lo cual esta de
acuerdo con reportes previos (85,119). Interesantemente, las Porinas inducen una respuesta
temprana de linfocitos Trm, ya que ésta respuesta se observa 7 dias después de la
inmunizacion. Este hallazgo es diferente a estudios previos, donde la llegada a piel de
precursores de linfocitos Trm ante una infeccion viral, se observa después de 2 semanas, y
luego es necesario que pasen 2 semanas mas para la maduracion de linfocitos Trm, fenotipo
determinado por la co-expresion de CD103 y CD69 (80,84,91,92). Cabe mencionar que estos
estudios fueron realizados en modelos virales, lo cual sugiere que una inmunizacion,

utilizando el adyuvante que se utilizo en este trabajo, podria ser mas eficiente en la induccion
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de una respuesta Trm en piel. Al respecto de la respuesta Trm en el estroma tumoral, estudios
previos han evaluado la presencia de esta poblacion en el melanoma después de 4-5 semanas
a una inmunizacion, basados en los reportes en modelos virales (85,119). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo sugieren que la proteccion ante el reto tumoral podria ser por
la induccidn temprana en piel de linfocitos T, ya que se observo un control del crecimiento
tumoral sin la participacion de los linfocitos T circulantes, por lo que seria importante
identificar si en el contexto de inmunizacion con las Porinas se observa una respuesta de Trm
en el estroma tumoral a tiempos mas tempranos. Se observo ademas que las Porinas fueron
capaces de inducir linfocitos Trm a las 4 semanas, similar a lo reportado previamente
(85,119), sin embargo, fue necesario un refuerzo para poder observar una respuesta anti-
tumoral eficiente. Ademas, también se pudo observar una respuesta de memoria protectora
de larga duracion en ratones retados por segunda vez con melanoma, los cuales se
mantuvieron libres de tumor por 70 dias. Considerando lo anterior y lo reportado en relacion
a los precursores de los linfocitos Trm, es probable que la proteccion observada sea
consecuencia de la expansion de linfocitos T de memoria en los nodulos linfaticos, que

posteriormente se diferenciaran en linfocitos Trm funcionales en el estroma tumoral.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren fuertemente que la proteccion
observada depende de la induccion de linfocitos Trm, ya que se ha reportado que el control
del crecimiento tumoral en melanoma es completamente dependiente de la respuesta CDS y
parcialmente de CD4 (143). Esto concuerda con lo observado en los resultados de este trabajo
de tesis, ya que la inmunizacion con las Porinas induce una mayor poblacion de linfocitos T
CD8" al compararse con los linfocitos T CD4", tanto en ganglio, piel y tumor. Considerando

que la cooperacion de los linfocitos T CD4" aumenta la funcion efectora, expansion clonal y
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disminucion de ICPs en los linfocitos T CD8" (73,74), la respuesta discreta mediada por
linfocitos T CD4" observada en nuestros resultados, pudo ser suficiente para cooperar con
una respuesta efectora eficiente mediada por linfocitos T CD8". En este escenario, el control
tumoral se observd aun en la ausencia de los linfocitos T circulantes, sugiriéndo que los
linfocitos CD8" Trm fueron los responsables, ya que los linfocitos Tem que pudiesen estar
presentes en el tumor tienen el potencial de recircular y ser eliminados por la inoculacion
sistémica de anticuerpos anti-CD8 (63,85). En los distintos experimentos realizados en este
trabajo, se apreci6 una correlacion entre la formacion de una respuesta Trm y el control del
crecimiento tumoral, lo cual est4 en concordancia con estudios previos que demuestran que
los linfocitos Trm son de gran relevancia en la respuesta anti-tumoral (85,96,109,144). Esta
relacion entre respuesta Trm y el control tumoral también se observé en linfocitos CD4" Trm,
lo cual tambien se observo en un reporte previo de nuestro grupo de investigacion (63). Para
confirmar estos hallazgos seria necesario realizar mas experimentos que permitan comprobar

de forma directa que la proteccion tumoral depende de linfocitos CD8" Trm.

Interesantemente, los resultados de este trabajo pusieron en evidencia que la
induccion de linfocitos Trm también depende del adyuvante que se utiliza, ya que la
inmunizacion con las Porinas, comparada con la CTB, fue mas eficiente en la formaciéon
temprana de linfocitos Trm, que ademas mostraron una menor expresion de PD-1 en la piel.
Estas diferencias en la induccion de linfocitos Trm entre las Porinas y la CTB podrian
explicarse por el mecanismo de activacion de DCs por medio de los diferentes adyuvantes.
La diferencia de efecto adyuvante podria ser por el tipo de moléculas a las cuales son
agonistas, siendo las Porinas un PAMP clésico y la CTB un PAMP no clésico, ya que las

Porinas son capaces de activar a las DCs por medio de los PRRs tipo Toll (TLR2 y TLR4),
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mientras que la CTB no lo hace por medio de PRRs tipo Toll (NLRP3, FcRy-CARD9,
TREM2 y LMIR5) (43,55,56). El hecho que los dos adyuvantes estudiados en este trabajo de
tesis tengan un mecanismo diferente de activar PRRs, podria dilucidar los mecanismos de
activacion necesarios para diferentes tipos de memoria T. Otro mecanismo para explicar las
diferencias observadas entre los dos adyuvantes, podria ser la duracion de la activacion,
donde se ha observado que las Porinas inducen una activacion transitoria mientras que la
CTB induce una activacion sostenida de las DCs (43,63). La subpoblacion DCs que se
activan en el contexto del microambiente que inducen los dos adyuvantes utilizados en este
trabajo podria también ser importante, ya que las DCs dependientes de Batf3 son requeridas
para el desarrollo de la respuesta Trm (87), asi como las citocinas y quimiocina secretadas,
entre ellas IL-12, IL-15, CXCL9, CXCL10 y TGF-B (96). Esto ademaés podria incidir con los
requerimientos para inducir una respuesta progenitor exhausta, que aunque se ha reportado
la firma transcriptomica de esta poblacion (138), poco se sabe al respecto de su generacion
por medio de una inmunizacion (139). Es bien conocido que para la induccion de linfocitos
con fenotipo exhausto la exposicion cronica al antigeno es determinante (145).
Recientemente se publico un estudio que determina la importancia de la IL-2 para el fenotipo
exhausto, mediante la activacion persistente de STATS la cual impacta negativamente en la
activacion del receptor de arilo de carbono (146). Seria importante determinar en trabajos
futuros si existe una selectividad por activar ciertas subpoblaciones de DCs y que moléculas
se generan por medio de las Porinas o la CTB, para dilucidar mas los mecanismos
preferenciales para la induccion de linfocitos T con una memoria apta para tratar el cancer u
otra enfermedad. Sin embargo, estos hallazgos enfatizan la importancia de la seleccion

correcta del adyuvante para el desarrollo de cancer vaccines y la complejidad de las
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subpoblaciones de DCs y linfocitos Trm que participan en la induccion de inmunidad anti-
tumoral protectora (147), destacando la eficiencia de las Porinas como adyuvante en el

control anti-tumoral en melanoma.

Las observaciones descritas se basaron en estrategias de inmunizacion profilacticas
con antigenos modelos, por lo que fue relevante también evaluar el uso de las Porinas como
adyuvante en un modelo de melanoma que expresa antigenos endogenos del melanoma. En
este modelo se observo que las Porinas pueden inducir linfocitos Trm infiltrantes de tumor
con una estrategia de inmunizacion/refuerzo, utilizando dos MAAs (TRP-2 y gp100) como
fuente de antigeno. De manera interesante, las Porinas solas con el esquema
inmunizacion/refuerzo fueron capaces de inducir linfocitos Trm, resultando en una respuesta
anti-tumoral efectiva contra un melanoma que expresan antigenos naturales. Estos resultados
sugieren que los linfocitos Trm encontrados en el estroma tumoral tienen una especificidad
contra antigenos enddégenos. La posible explicacion seria que las Porinas solas pudieran
activar a las DCs, previo al reto con melanoma. Estos resultados nuevamente resaltan la
importancia de inducir una respuesta Trm para el control tumoral mediante cancer vaccines.
Anadiendo a lo anterior, el hecho de que los linfocitos Trm puedan expresar PD-1, tanto en
piel como en tumor, y poder responder a su inhibicion, es importante ver si la firma Trm
podria ser utilizada como indicador de pronostico. Existen reportes recientes que evaltan la
firma Trm, asi como también sus precursores y moléculas determinantes para este tipo de
memoria (147), estos reportes asi como los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que
los linfocitos Trm en los TILs podria ser un candidato importante para el bloqueo de ICPs
(123). Esta conclusion se apoya ademas en los resultados en ensayos clinicos que asocian

positivamente la presencia de TILs CD8" CD103, las cuales se expanden significativamente
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al bloqueo de PD-1 (116).

En el area de inmunoterapia en cancer existe un gran interés en mejorar el control del
crecimiento tumoral, por lo que ha habido una ardua busqueda de moléculas en linfocitos T
que correlacionen con un incremento en su funcion efectora y como esta puede ser potenciada
con diferentes estrategias de inmunoterapia. Interesantemente, en estudios de transcriptomica
se han identificado en el infiltrado del tumor linfocitos T CD8" que co-expresan marcadores
de memoria, funcién efectora, troncalidad y fenotipo exhausto, revelando la complejidad
ontogénica de los TILs. En el primer estudio llevado a cabo en pacientes con melanoma se
definieron 6 subpoblaciones de linfocitos T CD8*, observandose que en los pacientes que
respondieron a la inmunoterapia anti-PD-1 se encontré enriquecida una subpoblacion que
expresa el marcador TCF-7, mientras que los pacientes que no respondieron a la
inmunoterapia tenian enriquecido la subpoblacion que expresa TIM-3" (132). Hoy en dia,
que ya se conoce mas de los subtipos de fenotipo exhausto de los linfocitos T, los estudios
transcriptdmicos han sido mas enfocados a estos fenotipos, determinandose subpoblaciones

exhaustas de transicion entre los fenotipos de memoria y exhaustos (136,137).

En los resultados de este trabajo se observé que las Porinas inducen linfocitos T TIM-
3" CD8" productores de IFN-y y GZMB en el estroma tumoral. Se observo que los linfocitos
que co-expresaban TIM-3 y PD-1, marcadores del fenotipo terminalmente exhausto, también
tenian un fenotipo de memoria residente de tejido. Esta poblacién de linfocitos Trm
terminalmente exhaustos ha sido reportado previamente (98,109). En este trabajo esta

poblacion solamente se pudo apreciar cuando las Porinas fueron administradas en conjunto
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a una fuente de antigeno, a diferencia de la estrategia con las Porinas solas. Considerando
que la fuente de antigeno en la inmunizacion con las Porinas solas debid ser el propio
melanoma con el que se retd y la inmunizacion completa comprendia de una fuente de
antigeno exdgena, la expresion de TIM-3 en los linfocitos Trm inducidos por las Porinas
solas podria estar retrasada. Para demostrar lo anterior faltaria evaluar la respuesta Trm en el
estroma tumoral inducida por las Porinas solas a tiempos mads tardios. Cabe mencionar que
considerando que ambas estrategias, MAA + Porinas y las Porinas solas, inducen una
respuesta Trm eficiente contra el melanoma en los experimentos presentados en este trabajo,
el control tumoral no fue dependiente del fenotipo terminalmente exhausto de los linfocitos

Trm.

De esta manera, al observar que la expresion de TIM-3 en linfocitos Trm inducidos
por las Porinas no fue determinante para el control tumoral, se evalu6 la dependencia del
fenotipo progenitor exhausto. Inesperadamente, las Porinas inducen TILs que co-expresan
TCF-1 y PD-1 (fenotipo progenitor exhausto), los cuales provienen de linfocitos T CD8* de
memoria residente de tejido. La presencia de esta poblacion de linfocitos CD8" Trm con un
fenotipo de progenitor exhausto en el tumor correlacioné con un mejor control tumoral,
demostrando su papel potencial en la respuesta anti-tumoral. Previamente se habian
reportado linfocitos CD8" Trm que expresan TIM-3 (98,109), sin embargo no existe ningun
reporte de que los linfocitos Trm expresaran TCF-1. Recientemente se demostrd que el
marcador CD69 ayuda a determinar 4 subtipos de linfocitos exhaustos: dos subpoblaciones
TCF-17, tipo-efector y terminalmente exhausto. Una de las subpoblaciones de TCF-1*
expresa también CD69 (137), marcador que fue utilizado en este trabajo para determinar a

linfocitos Trm. Aunque en el estudio reportado en la literatura el marcador CD103 no fue
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determinante en la evaluacion transcriptdmica, probablemente por ser este marcado tejido-
especifico ligando de E-cadherina. La inmunizacion con las Porinas induce linfocitos CD8"
Trm con fenotipo de progenitor exhausto. Esta observacion considera que el fenotipo de
memoria residente de tejido puede co-existir con el fenotipo progenitor exhausto, lo cual es
distinto a lo reportado previamente (139). Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis
reportan la primera evidencia de linfocitos CD8" Trm progenitor exhaustos inducidos por
una inmunizacion. Sin embargo, considerando las diferencias con otros trabajos seria de gran
relevancia en el futuro extender los resultados obtenidos en este trabajo para poder identificar
categoricamente poblaciones de memoria residente de tejido con fenotipo exhausto y su
contribucién en el control tumoral. Es importante destacar que las evidencias presentadas en
este y otros trabajos indican la complejidad de estas poblaciones, asi como también la
importancia de combinar herramientas “Omicas” y de datos masivos con estrategias
experimentales para identificar a las poblaciones celulares presentes en el estroma tumoral,

asi como su relacion con el control tumoral.

Relacionado con el hallazgo de la induccion de linfocitos Trm con fenotipo de
progenitor exhausto, se ha reportado que los linfocitos CD8" Trm infiltrantes de mucosas
inducidos por infecciones virales expresan Blimp-1 (148,149), factor de transcripcion que
inhibe el gen Tcf7, la cual codifica para la proteina TCF-1. Esto puede estar relacionado con
que un modelo de infeccidon viral y de inmunizacion en tumor son altamente diferentes.
También se ha documentado la capacidad de Blimp-1 en promover linfocitos T
terminalmente exhaustos (136,150). Por el contrario, Blimp-1 también ha sido asociado a
troncalidad, ya que es determinante en linaje en células madres hematopoyéticas, en células

inmunes mas maduras y en la respuesta eficiente de linfocitos T de memoria (148,151,152).
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Ademés, se ha demostrado que Blimp-1 promueve la transcripcion del gen GZMB, la cual
codifica para la granzima B (149), molécula que es determinante tanto en el fenotipo Trm
como en el fenotipo terminalmente exhausto. Estos reportes no excluyen la posibilidad de la
co-existencia de Blimp-1 y TCF-1. Ademas, los estudios mencionados no evaluaron la
expresion proteica de TCF-1, solamente evaluan la presencia del RNA mensajero, por lo que
seria importante en el futuro evaluar la expresion de Blimp-1 en los linfocitos Trm con
fenotipo de progenitor exhausto inducido por las Porinas. Por altimo, los linfocitos CD8
Trm que expresan TCF-1 inducidos por las Porinas responden al bloqueo de PD-1, funcion
que se ha observado tanto en el fenotipo progenitor exhausto TCF-1" como en la respuesta
Trm (85,98,125), por lo que se podria hipotetizar que la cooperacion observada ante la
inmunoterapia anti-PD-1 de los linfocitos Trm es dependiente de la expresion de TCF-1.
Considerando lo encontrado en este trabajo, seria importante utilizar méas marcadores para
definir de mejor manera los linfocitos T CD8" inducidos por las Porinas en el tumor, como
Blimp-1 y TCF-1 para el fenotipo Trm (148,149,152,153) y Slamf6 para el fenotipo
progenitor exhausto (127), o evaluar la firma transcriptoémica y compararla con la respuesta
que se induce de otros adyuvantes. Recientemente se reportd que la expresion de TCF-1
inducida por TGF-f inhibe la expresion proteica de CD103 en linfocitos Trm en pulmon en
una infeccion viral (154), sin embargo los distintos fenotipos podrian variar de acuerdo a las

condiciones de inmunizacion.

Se han reportado diferentes adyuvantes capaces de inducir una respuesta anti-tumoral

efectiva, pero a pocas de estas estrategias de inmunizacion se les ha determinado una

cooperacion con el bloqueo de PD-1 (26-28,32). Cabe mencionar que solamente existe un
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previo reporte que se evaliia la induccion de linfocitos T progenitor exhaustos por medio de
una inmunizacién con poly [:C como adyuvante, para asi explicar la sinergia con la
inmunoterapia anti-PD-1/CTLA-4 (139), sin embargo para observar esta respuesta fue
necesaria una transferencia adoptiva. En los experimentos realizados en el presente trabajo,
las Porinas fueron capaces de inducir la formacion de linfocitos TCF-1* PD-1" CD8" Trm en
un modelo con repertorio endogeno en una estrategia terapéutica, por lo que se les evaluo la
respuesta ante el bloqueo de PD-1. Se observo una respuesta anti-tumoral eficiente, aun
cuando la inmunoterapia anti-PD-1 se ejecutd a tiempos més tardios comparado con modelos
de otros reportes de melanoma en raton, ya que el tumor tenia un tamafio considerable al
momento de la administracion de mAb anti-PD-1. Importantemente, la inmunizaciéon con
CTB no fue capaz de inducir linfocitos T CD8" con el fenotipo progenitor exhausto, ni
tampoco de cooperar con la inmunoterapia anti-PD-1, sugiriendo fuertemente que la
respuesta al bloqueo de PD-1 proviene de linfocitos TCF-1* PD-1" CD8" Trm, observados
solamente con las Porinas. Este hallazgo concuerda con que un infiltrado tumoral de células
TCF-7" PD-1* CD8" en pacientes de melanoma correlaciona con la respuesta a la
inmunoterapia anti-PD-1 (127,132), relacion observada también en pacientes con cancer de
rindn (135). Los datos de este trabajo también concuerdan con previos reportes que
demuestran que el bloqueo de PD-1 expande la poblacion de linfocitos TCF-17 PD-1* CD8"
en raton (127). De acuerdo con estos resultados, se observo que los linfocitos TCF-1*
CD103* CD8" inducidos por las Porinas se expanden ante la inmunoterapia anti-PD-1. El
estudio de Miller B.C. también observa una expansion de la respuesta terminalmente
exhausta ante el bloqueo de PD-1, posiblemente por la diferenciacion exhacerbada de los
linfocitos progenitores exhaustos (127). En contraste, en los resultados de este trabajo no se

apreciaron cambios en linfocitos TIM-3" PD-1" ante la inmunoterapia anti-PD-1. El resultado
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obtenido en este trabajo de que las Porinas pueden inducir una respuesta inmune con un
fenotipo progenitor exhausto que es capaz de responder al subsecuente bloqueo de PD-1, es
de gran relevancia para el disefio de potenciales tratamientos en pacientes. Este potencial
tratamiento podria aplicarse como una estrategia neoadyuvante, que podria traer beneficios
en la prognosis de la inmunoterapia anti-PD-1, en especial en pacientes que no tengan una

respuesta inmune natural contra el melanoma.

Hoy en dia la gran mayoria de los ensayos clinicos que tratan inmunoterapias para
melanoma, estan enfocados en mejorar el desarrollo de las terapias con mas éxito,
especificamente los ICPs (PD-1, CTLA-4 y PD-L1) y terapias dirigidas, las cuales consisten
en inhibir farmacoldgicamente a proteinas mutadas especificas del cancer (BRAF, MEK).
Estas terapias estan aprovadas por la FDA, ya como monoterapias o en combinacion (155).
Aunque hay mucha informacion al respecto, habiendo ensayos dedicados a entender los
efectos en los pacientes al respecto de la dosis, duracion, combinacion y orden de los
tratamientos, asi como también sobre marcadores de prognoésis, toxicidad, resistencia
primaria y adquirida, no hay un consenso definido de cual es el disefio de la inmunoterapia
Optima, lo mas cercano es el algoritmo a seguir por la Society for Inmunotherapy of Cancer
(10). Este algoritmo todavia no propone utilizar inmunoterapias en estadios del melanoma
temprano, entendible ya que la basta informacion de estos tratamientos fueron descubiertos
en estadios tardios, dejando de lado tratamientos neoadyuvantes. Recientemente se ha
observado que tratamientos neoadyuvantes pueden tener un beneficio al compararse con
terapias adyuvantes, en especifico en un estudio en que el 97% de los pacientes que tuvieron
una respuesta completa o casi completa a la inmunoterapia anti-PD-1/CTLA-4 no se les llevo

a cabo la diseccion de ganglios drenantes del tumor (156). Ademas de evitar problemas
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relacionados a la cirugia, es probable que haya un beneficio en tener intactos los ganglios
drenantes, ya que aunque ya hayan sufrido metastasis, el mecanismo anti-tumoral del sistema
inmune adapatativo podria seguir siendo importante. Se sigue estudiando la mejor forma de
estrategias terapéuticas con una estrategia adyuvante (157,158), pero es crucial que se
compare con las estrategias neoadyuvantes, las cuales prometen tener muchos beneficios
(159). Una de los beneficios de la estrategia neoadyuvante seria la utilizacion de
inmunizaciones previas al uso de bloquear ICPs, ya que se podria inducir una respuesta
inmune que responda a esta inmunoterapia. Se estan llevando a cabo ensayos clinicos que
ponen a prueba esta estrategia, en uno de estos ensayos se inyecta intratumoralmente un RNA
agonistas de TLR7/8 como monoterapia o en combinacion con mAb anti-PD-1
(NCT03291002), en otro ensayo clinico se inyecta subcutaneamente o intratumoralmente un
DNA angonista de TLR-9 como monoterapia (NCT04126876) o en combinacion con
inhibidores de ICPs (NCT03445533, NCT04401995, NCT03618641). Uno de los adyuvantes
de inmunizaciones con mayor expectativa es el estimulador de genes de interferon (STING)
por los resultados que se observaron en raton (160), sin embargo, esto no se logrdé emular en
ensayos clinicos (161). Posteriormente se descubrid que el mecanismo por el cual se activaba
STING en raton no era posible activar la molécula STING de humano (161), por lo que se
reformuld la molécula y ya se esta poniendo a prueba (NCT04144140) (162). El
entendimiento de los mecanismos de accion de los adyuvantes en raton es crucial para poder
extrapolarse a humano. A pesar de que las Porinas estan autorizadas para su uso en humano
(42), no han sido evaluadas en el contexto de cancer. De esta manera Iso resultados obtenidos
en este trabajo de tesis aportan datos importantes para el potencial uso de este adyuvante en
humanos. Otro punto importante seria determinar la fuente de antigenos, ya que la mayoria

de los resultados de este trabajo se basan en el antigeno modelo OVA y en antigenos
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asociados a tumor como los péptidos de tirosinasa y gpl00. Actualmente se utilizan
diferentes estrategias de fuentes de antigeno, recientemente se puede mencionar la vacuna
terapéutica polivalente seviprotimut-L, que deriva de tres lineas de melanoma humano (163)
y el RNA liposomal que codifica a cuatro MAAs (MAGE-A3, NY-ESO-1, tirosinasa, TPTE)
(164). Considerando que todavia no hay un cancer vaccine ni una estrategia neoadyuvante
para tratar el melanoma, y teniendo en cuenta que las Porinas son capaces de poder inducir
una respuesta inmune, tanto en raton como en humano, la utilizacion de las Porinas en
ensayos clinicos podria ser de alta relevancia en el ambito de la oncoinmunologia contra

melanoma.
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Figura 20. Modelo de proteccion contra el melanoma con la estrategia de inmunizacion
utilizando a las Porinas de Salmonella Typhi. En la figura esta representado la respuesta
circulante de los nédulos linfaticos drenantes de piel (SDLN) y la respuesta Trm en piel y
tumor inducida por la inmunizacion con las Porinas. Las Porinas como adyuvante inducen
linfocitos T de memoria circulante, asi también linfocitos Trm en piel y linfocitos Trm
funcionales en el tumor. La inmunizacién con las Porinas es capaz de inducir linfocitos
infiltrantes de tumor TIM-3" PD-1* CD8"' Trm (terminalmente exhaustos Trm) e
importantemente linfocitos TCF-1* PD-1" CD8" Trm (progenitor exhausto Trm), siendo el
ultimo asociado al control del crecimiento tumoral y la cooperacion a la inmunoterapia anti-
PD-1.

En conjunto, los hallazgos de este trabajo de tesis resaltan la importancia de inducir
eficazmente una respuesta temprana de linfocitos Trm en el estroma tumoral, que ademas

tengan un fenotipo progenitor exhausto para que sean capaces de controlar el crecimiento
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tumoral de forma independiente o en cooperacion con la inmunoterapia anti-PD-1. Como
perspectiva, seria de gran relevancia poder comprender a fondo como es posible inducir esta
respuesta con diferentes estrategias de cancer vaccines. También es necesario entender como
es la modulacion en los linfocitos CD8* Trm progenitor exhaustos ante el bloqueo de PD-1,
ya sea en fenotipo, funcion y diferenciacion. Es crucial una mayor comprension de estos
mecanismos, particularmente por la cantidad de pacientes con melanoma que no responden
a la inmunoterapia o terminan recayendo (35). Nuestros resultados podrian tener relevancia
en melanoma pero podrian extenderse a otros tipos de cancer, ya que tanto la respuesta de
Trm como la presencia de el fenotipo progenitor exhausto han sido identificados en otros

tumores diferentes a melanoma (135,136).

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que las Porinas de Salmonella Typhi son un adyuvante
eficiente tipo PAMP para antigenos tumorales naturales o antigenos modelo, en las
estrategias de inmunizacion terapéutica y profilactica contra el crecimiento tumoral de
melanoma en raton. Las Porinas son capaces de inducir linfocitos T productores de IFN-y,
Tem y Tem en ganglios; asi también importantemente una respuesta Trm temprana con baja
expresion de PD-1 en piel. En el tumor, las Porinas son capaces de inducir linfocitos T TIM-
3" CD8" productoras de IFN-y y GZMB, y linfocitos T CD8" que co-expresan TCF-1 y PD-
1, marcadores del fenotipo progenitor exhausto, los cuales provienen de linfocitos T CD8*
de memoria residente de tejido. Esta poblacion de linfocitos CD8" Trm con un fenotipo

progenitor exhausto correlaciona con una respuesta anti-tumoral eficiente, la cual se
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incrementa al cooperar con la inmunoterapia anti-PD-1 (Fig. 20). A diferencia de las Porinas,
la CTB fue incapaz de inducir esta respuesta ni responder al bloqueo de PD-1. En resumen,
los datos evidencian la importancia de la eleccion correcta de adyuvantes en el desarrollo de
cancer vaccines, para asi promover una apropiada respuesta anti-tumoral en el tumor,
colocando a las Porinas como una adyuvante potencial. La combinacion de inmunizaciones
e inmunoterapias ICP podrian dar nuevas opciones de tratamientos para pacientes con
tumores agresivos, en especial en los pacientes que tienen un tumor en donde no se aprecia

una respuesta inmune natural.
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