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RESUMEN

El estudio de los mecanismos asociados a la progresion y tratamiento del melanoma
adquiere importancia en un pais como el nuestro, en donde las neoplasias malignas
son la tercera causa de muerte. El melanoma es el cancer con peor prondstico en
etapas avanzadas, ya que cuando se detecta en los pacientes, poco pueden hacer
las estrategias terapéuticas convencionales como la radiacion y la quimioterapia.
Sin embargo, la implementacién de estrategias inmunoterapéuticas, como el
bloqueo de receptores de inhibicion de las células inmunitarias, han demostrado
una mejora substancial en la expectativa de vida de los pacientes. Estas estrategias
son de dificil acceso y ademas un alto porcentaje de pacientes presentan poco e
inclusive nulo beneficio terapéutico debido a mecanismos de resistencia a
inmunoterapia hasta el momento poco comprendidos.

El propésito de este trabajo fue estudiar y caracterizar los mecanismos de
resistencia, mediante el desarrollo de un modelo que permitié obtener tumores
sensibles o resistentes a inmunoterapia anti-PD-1 utilizando a la respuesta inmune
como presion selectiva sobre las células tumorales. Ademas, se desarroll6 un
modelo in vitro el cual permitié evaluar los mecanismos de resistencia que adquieren
los linfocitos T por el contacto con células tumorales.

Se encontr6 que los tumores sensibles a la inmunoterapia anti-PD1 se
caracterizaron por un incremento en el infiltrado de células agotadas (PD-1+) con
fenotipo exhausto (Tex) y precursor exhausto (Tpex) potencialmente funcionales
mientras que los resistentes se caracterizaron por un bajo infiltrado de células CD8,
principalmente con fenotipo Tpex. Asi mismo los datos obtenidos en el modelo in
vitro demostraron que el contacto con células resistentes a inmunoterapia
compromete la diferenciacion de los linfocitos T generando preferencialmente
linfocitos T con fenotipo precursor exhausto (TexP2) con alteraciones en la
proliferacion y en la funcion esto en comparacion con los linfocitos T diferenciados
en contacto con células parentales de melanoma con potencial respuesta a
inmunoterapia, las cuales indujeron un fenotipo exhausto intermedio (TexInt), Esta
alteracion en la diferenciacion asociada a la proliferacion y la funcion no pudo ser
revertido en linfocitos T deficientes de PD-1, sugiriendo que este mecanismo de
resistencia es independiente de la inhibicion regulada por la via PD-1/PD-L1.

Los resultados de este trabajo aportan evidencia sobre la importancia de la
diferenciacion a fenotipos funcionales capaces de proliferar de los linfocitos T CD8
agotados, en la resistencia a inmunoterapia. Asi mismo, abre la puerta a explorar
vias alternativas que reviertan estos mecanismos de resistencia y mejoren la
eficiencia de la inmunoterapia en cancer.



ABSTRACT

Research on skin cell melanoma progression and its treatment takes relevance in
our country, where cancer is the third common cause of death. Skin cell melanoma
iIs the deadliest skin cancer and conventional treatments as radiation or
chemotherapy hardly have any effect since this malignancy is diagnosed at
advanced stages. However, immunotherapeutic strategies such immune checkpoint
blockade (ICB) have demonstrated a substantial improvement on survival of
melanoma patients. These strategies are not used routinely in our country due to its
high cost that makes it unachievable for most patients, moreover a high percentage
of patients treated with ICB do not present clinical benefit due to resistance to
immunotherapy whose mechanisms are not fully understood.

The present work intended to identify immunotherapy resistance mechanisms
through the development of a murine model that permitted the obtention of both
responsive and non-responsive anti-PD1 immunotherapy tumors, using immune
selective pressure against tumor cells in vivo. Additionally, it was established an in
vitro model using tumor spheroids in contact with immune cells that allowed to
identify preliminary immune checkpoint blockade resistance that relies on the contact
between T lymphocytes and tumor cells.

Responsive tumors to anti-PD1 immunotherapy were characterized by an increase
on the exhausted (PD1+) infiltrate that were similar in phenotype with terminal
exhausted cells (Tex) and progenitor exhausted cells (Tpex), while non-responsive
tumors were characterized by a limited infiltration of CD8 T cells mainly with a Tpex
phenotype.

Furthermore, in vitro model exhibited that contact among ICB resistant tumor cells
(R1) and immune cells, compromises proliferation and differentiation of Exhausted
CD8 T cells generating particularly progenitor exhausted type 2 T cells (Tpex2) with
reduced function compared with exhausted T cells in contact with parental tumor
cells (MO4) which generated an intermediate exhausted T cell phenotype (TexInt).
This compromise can not be reversed on PD-1 knock out T cells, suggesting this
mechanism of ICB resistance occurs in a PD-1/PD-L1 independent manner.

This work offers evidence regarding the importance of correct differentiation,
proliferation and function of exhausted CD8 T cell lymphocytes on ICB response, in
addition this work could be used to explore further alternative treatments that
overthrow ICB resistance and to improve cancer immunotherapy.



1. ANTECEDENTES.
EL CANCER COMO PROBLEMA DE SALUD.

Segun datos de la organizacion mundial de la salud el cancer es la segunda causa
de muerte a nivel mundial, los reportes del 2020 indican que este grupo de
patologias caus6 la muerte de alrededor de 9.96 millones de personas, de las cuales
el 70% pertenecian a paises en desarrollo. Se estima que el cancer tiene un costo
anual de 1.16 trillones de délares al menos en paises desarrollados donde es
posible acceder a servicios de salud asi como a tratamientos de Ultima generaciéni.
En México, el cancer es la tercera causa de muerte en el pais y se estima que en el
afo 2020 hubieron mas de 195 mil nuevos casos de cancer, de los cuales cerca del
50% se traduciran en fallecimientos asociados a la neoplasia®. Se espera que en el
2025 el nimero de casos nuevos incremente en un 50%3. De esta manera, el
acceso a servicios de salud y a tratamientos efectivos contra el cancer son
determinantes en el combate de esta enfermedad.

De entre las variantes de cancer con mayor mortalidad en México, se encuentra el
melanoma el cual es una lesidbn maligna asociada a la transformacién de los
melanocitos. Estas células son de origen neuroectodérmico y su funcién es producir
y secretar melanina con el fin proteger el material genético del dafio causado por la
luz ultravioleta al cual estan expuestas algunas células epiteliales como los
gueratinocitos.*®

Al afio se estima que hay 3000 nuevos casos de melanoma en el pais lo que
representa un incremento del 500% en la incidencia si se compara con datos de la
década de 196022. Lo anterior, en conjunto con una esperanza de vida de 5 afios
en solo el 18% de los pacientes con melanoma invasivo, hace a esta neoplasia un
problema de salud serio que requiere el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que mejoren la expectativa de vida en los pacientes con esta
enfermedad en nuestra poblacion.

En afios recientes, el uso de anticuerpos monoclonales que bloquean sefales de
inhibiciéon del sistema inmune, ha revolucionado el campo de la inmunoncologia®
debido a que estas estrategias terapéuticas han demostrado mejorar la expectativa
de vida en pacientes con estadios avanzados de melanoma y otras neoplasias
malignas’.

El melanoma es particularmente un blanco atractivo para el empleo de
inmunoterapia y en general para el estudio de la respuesta inmune antitumoral,
debido a su alta inmunogenicidad,® la cual se genera por la alta expresiéon de
neoantigenos o antigenos asociados a tumor (MART1,TRP-1,TRP-2 y gp100)° por
parte de las células tumorales, lo anterior asociado a la alta tasa mutacional que
acumulan las células transformadas?®.



RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL

La idea de la interaccion del sistema inmune con las células tumorales data de
observaciones de principios del siglo XX, donde pacientes con infecciones
bacterianas severas, remitian de manera espontdnea tumores no tratados. Sin
embargo, no es hasta 1964 que Macfarlane Burnet introduce la posibilidad de que
las células tumorales puedan ser vigiladas y eliminadas por células sistema
inmunolégico, de manera similar al control inmune que es ejercido sobre tejidos
trasplantados no histocompatibles y acufia el término de inmunovigilancia en
cancer, de la cual los mecanismos eran desconocidos en ese momento!!. Esta
hipotesis fue controversial desde su concepcién, dado que una de las interrogantes
principales sobre la misma fue el hecho que distintas neoplasias parecian ser
exitosas en su establecimiento, a pesar de la hipotética inmunovigilancia que en
teoria habria sobre ellas, sin embargo, cerca de 70 afios de investigacion exhaustiva
en modelos murinos y observaciones en pacientes con cancer, han brindado
elementos suficientes para aceptar lo que una vez fue una hipotesist?13,

Uno de estos elementos ha sido la observacion de un infiltrado robusto de células
inmunitarias en tumores de distintas etiologias, las cuales en algunas ocasiones
resultan utiles para predecir el desenlace de los pacientes. El papel de las células
inmunes infiltrantes de tumor ha tomado tal relevancia que hoy en dia los tumores
pueden clasificarse en calientes (hot tumors) o frios (cold tumors)'# en funcién del
nivel de infiltrado inmune, asi como el tipo de células inmunitarias infiltrantes de
tumor®®, Esta clasificacion ha sido utilizada como referencia para predecir la
respuesta a terapias antineoplasicas, donde los tumores calientes serian mas
responsivos que los frios.

De manera relevante, se ha determinado que las células transformadas pueden ser
reconocidas como extrafias por células del sistema inmune en funcion de la
expresion de neo antigenos, producto de la inestabilidad gendmica de las células
cancerigenas, asi como en funcién de la expresion de antigénos que no deberian
ser expresados por células de su tipo, como lo pueden ser proteinas expresadas
por células troncales, lo anterior como una consecuencia de la transformacién y
reversion fenotipica de las células tumorales.

Tal evidencia sobre el reconocimiento de las células tumorales como células
extraflas por parte del sistema inmune, planteo la interrogante central sobre la
inmunovigilancia en cancer, ¢como evaden las células neoplasicas el control
inmunitario y logran establecer tumores? Dicha pregunta se esclarecio a principios
de este siglo cuando surgio la teoria de la inmunoedicidon en cancer, la cual ha sido



comprobada en distintos tipos de cancer como el colorrectal y el melanoma. La
inmunoedicion en cancer asume que el escape de las células transformadas de la
inmunovigilancia se da como un proceso continuo de seleccion de las clonas
tumorales capaces de evadir el sistema inmunitario.

INMUNOEDICION EN CANCER

Dicha inmunoedicion establece que de manera fisioldgica las células inmunitarias
reconocen células transformadas y las eliminan de manera continua. Lo anterior a
través del reconocimiento de células inmunes innatas de la transformacion celular
como las células NK, que pueden activarse y ejercer citotoxicidad por cambios en
el patron de expresion antigénica de células infectadas o transformadas. Esta
eliminacién innata de células tumorales también atraeria a células dendriticas (DC)
gue pueden capturar, procesar y presentar los antigénos tumorales generados en
un contexto de activaciéon como lo pueden ser sefiales moleculares de dafio o
muerte, estas DCs migrarian al ganglio linfatico mas cercano con el fin de activar y
diferenciar a linfocitos T CD4 y CD8 los cuales egresarian del LN e infiltrarian los
tumores y retroalimentarian el control inmunitario antitumoral'®. (Figura 1Ay 1B)

Sin embargo, esta eliminacion (Figura 1C y 1D) también puede generar una presion
selectiva del sistema inmune sobre las células transformadas que va editando de
manera aleatoria a las células tumorales para adquirir de manera paulatina
mecanismos de evasion inmunitaria, tales como cambios en la expresion antigénica
gue resulta en la evasion de células especificas como linfocitos T CD8 y CD4, asi
como la expresion de moléculas regulatorias que normalmente sirven para atenuar
la sobre activacion de las células inmunitarias, conocidos como receptores inmunes
de control, tal es el caso del ligando de PD-1 (PD-L1), ligandos de LAG3, TIM3 o
CTLA4, asi como moléculas solubles con actividad inmunosupresora como TGFb o
IL-10 las cuales inhiben la actividad de las células inmunitarias antitumorales. Esta
supresion de la actividad inmunitaria también se ve acompafada por el
reclutamiento de células inmunitarias con actividad regulatoria como las células T
reguladoras (Treg) que bajo los diversos mecanismos de supresion que poseen,
pueden inhibir las células inmunitarias antitumorales asi como células mieloides
supresoras .De igual forma se ha descrito que uno de los mecanismos de evasion
inmune que desarrollan las células tumorales consiste en la induccién de un
microambiente inflamatorio que contrarresta el perfil inflamatorio adecuado para el
combate antitumoral como lo es el reclutamiento de células Th2 secretoras de IL-4
gue compromete la diferenciacion hacia un perfil Thl y la correcta activacion de
células T CD8 citotéxicas!’. De igual forma el perfil Th2 favorece la expresiéon de
citocinas con funcion reparatoria de tejido por parte de macrofagos conocidos como



M2, asi mismo el perfil Th2 induce un fenotipo de células dendriticas maduras con
funcién regulatoria que comprometen la correcta activacion de linfocitos T2,

Estos mecanismos de evasion se darian en un momento de la inmunoedicién
llamado fase de equilibrio (Figura 1D) en la que las células inmunes sobrellevan
cada uno de los mecanismos de evasion desarrollados hasta que se acumulan por
la presion selectiva y las células tumorales por el conjunto de mecanismos de
evasion acumulados son capaces de escapar del control inmunitario y crecen sin
control, entrando a la fase final de la inmunoedicion en cancer conocido como
escape!®. Cabe sefialar que la etiologia tumoral es determinante para el
establecimiento de los diversos mecanismos de evasion inmunitaria desarrollados
y es en si uno de los motivos por los que hay neoplasias caracterizadas por tumores
calientes y otras por tumores frios. La Figura 1 ilustra en buena manera el proceso
de inmunoedicion en cancer

Lo anterior ha llevado a una nueva era en el tratamiento del cancer con medicina de
precision, que toma en cuenta la heterogeneidad etioldgica de los tumores e
inclusive la heterogeneidad entre pacientes tanto a nivel molecular como a nivel
fenotipico de las células inmunitarias infiltrantes de tumor. De igual forma, el estudio
de la interaccion de las células del sistema inmunitario con células tumorales ha
llevado a la busqueda y desarrollo de novedosas estrategias terapéuticas basadas
en la reversion de los mecanismos de evasion inmune desarrollados por las células
tumorales.
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Figura 1. Inmunoedicion en cancer. (Modificado de Swann J. y Smyth M., JCL, 2007). 4) la
inmunoedicion de las células cancerigenas se da desde las etapas tempranas de la carcinogénesis en la que las células
transformadas a través de distintos mecanismos, B) liberan sefiales de dafio asi como antigénos asociados, que en conjunto
con la proliferacion descontrolada C) activan células innatas del sistema inmune que las eliminan y al mismo tiempo
montan una respuesta de memoria a través de la activacion de linfocitos T CD4 y CD8 los cuales expresan moléculas con
actividad antitumoral como IFN-y y citotéxica como Granzimas y perforinas. D) sin embargo, esta eliminacion entra en un
estado de equilibrio debido a la persistencia de clonas tumorales con distintos mecanismos de evasion inmune que las van
seleccionando como las mds aptas y, por lo tanto, E) escapan del sistema inmunitario y crecen sin control alguno. F) Las
células mieloides como macrofagos (M1 o M2), células mieloides supresoras y DCs en conjunto con células linfoides como
linfocitos T CD4, CD8 y células NK juegan un papel importante en la inmunoedicion sobre las células tumorales y son
determinantes en el desenlace de las neoplasias malignas

LAINMUNOTERAPIA

La inmunoterapia y su estrecha relacion con el melanoma.

Al conjunto de estrategias dirigidas a la modulacién, tanto positiva como negativa
del sistema inmune, se le ha denominado inmunoterapia. Su efectividad en el
tratamiento de tumores con mal pronéstico como el melanoma avanzado, le ha
merecido el titulo de descubrimiento del afio (2013) por la revista Science'®.En 2011
la FDA aprobé el uso de Ipilimumab (un anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4) en
pacientes con melanoma avanzado y a partir de este hecho, la busqueda de nuevos
blancos inmunoterapéuticos ha crecido de manera exponencial'®. Posterior a
Ipilimumab, también se aprobd el uso de anti-PD-1 en pacientes con melanoma
avanzado. El éxito de ambas monoterapias llevé a plantear el uso combinado de
estas, observandose incremento en el porcentaje de pacientes responsivos a
inmunoterapia®’.

Gracias a la propuesta del empleo de anticuerpos que bloquean estas moléculas
inmunoreguladoras, James P. Allison y Tasuku Honjo fueron acreedores al premio
Nobel en Fisiologia o Medicina en 2018. Al dia de hoy el uso de estos anticuerpos
no se limita a pacientes con melanoma avanzado, sino que han sido aprobados para
una gran variedad de tumores tanto para su uso individual como combinado®®.

A pesar del gran éxito que ha tenido la inmunoterapia en el tratamiento contra el
cancer, no todos los pacientes tratados han demostrado algun beneficio clinico. Lo
anterior tanto para las monoterapias como para la terapia combinada. Los ensayos
clinicos completados en melanoma indican que el bloqueo de CTLA-4 tiene un
beneficio menor al 20% en los pacientes con melanoma avanzado, con un pequefo
namero de pacientes que permanecen libres de tumor después de 6 afios del
tratamiento. Los anticuerpos anti-PD-1 muestran una respuesta de
aproximadamente 30% con menos efectos colaterales que con el tratamiento con



anti-CTLA-4. De manera notable, el bloqueo en conjunto de CTLA-4 y PD-1 ha
demostrado beneficio clinico en el 61% de los pacientes, mejorando por mucho lo
observado en la terapia sencilla. Sin embargo, aun con la combinacion, el 39% de
los pacientes no mostraron algin beneficio clinico, indicando que poseen
resistencia intrinseca a la inmunoterapia, ademas que el 27% de los pacientes que
inicialmente respondieron recayeron, indicando que adquirieron resistencia a
inmunoterapia?l.

MECANISMOS DE LOS BLANCOS DE INMUNOTERAPIA ANTI-CTLA-4 Y ANTI-
PD-1

La busqueda de los mecanismos que llevan a los pacientes a desarrollar resistencia
(intrinseca o adquirida) a la inmunoterapia ha recuperado el interés por el estudio
de la interaccion del sistema inmunolégico con las células tumorales®® y supone uno
de los retos mas grandes en esta area de investigacion??. El estudio de la resistencia
al bloqueo de receptores de inhibicion (ICB) depende del entendimiento de los
mecanismos de accién de las moléculas blanco de la inmunoterapia. En este,
sentido hasta el momento es poco claro cuales son las células blanco de los
anticuerpos anti-CTLA-4 y anti-PD-1. Asi mismo, no es muy bien entendido cual es
el efecto del bloqueo de estos receptores en el contexto tumoral?.

En un principio la descripcion de los mecanismos fisiolégicos por los cuales tanto
CTLA-4 como PD-1 regulan la activacién de los linfocitos T sirvi6 como sustento
para explicar lo que sucedia en el contexto tumoral, sin embargo, estudios tanto
clinicos como preclinicos indican que existen mecanismos alternos por los cuales la
inmunoterapia ejerce su acciéon antitumoral®®. Bajo condiciones normales, los
receptores de inhibicién CTLA-4 y PD-1 tienen la funcién de regular la activacion de
los linfocitos T con el fin de evitar que se desarrolle una respuesta inmune
exacerbada y en consecuencia patologias inflamatorias o autoinmunes. La
regulacion por CTLA-4 y PD-1 no es redundante, ya que se ejerce en sitios
anatdémicos distintos y en momentos distintos de la activacion del linfocito T, por lo
tanto, dicha regulaciéon es espaciotemporal®?.

CTLA-4 es expresado en el linfocito T después de su activacion por una célula
presentadora de antigeno profesional (APC) y compite con CD28, una molécula de
coestimulacion clave en la activacion correcta de los linfocitos T virgenes. Esto
debido a que ambos tienen alta afinidad por moléculas de la familia B7 como CD80
y CD86. Sin embargo, CTLA-4 es mas afin por estos ligandos y su interaccion inhibe



las sefiales generadas por la interacciéon CD28-B7. Esta inhibicion de la sefializacidon
de CD28 modula a la baja los eventos tempranos de la activacion del TCR asi como
la activacion de la via de Akt?02224 Dado que CTLA-4 ejerce una regulacion
importante en la activacion inicial de los linfocitos T y esta activacion se da
normalmente en tejidos linfoides secundarios como los nodulos linfaticos, se piensa
gue su bloqueo en estrategias inmunoterapéuticas influye en el repertorio de
linfocitos T especificos que se generan en contra de antigenos tumorales, como
puede ser el caso de inmunoterapia anti CTLA-4 en melanoma?®. De manera
importante también se ha sugerido que, el mecanismo por el cual CTLA-4 mejora la
respuesta inmune antitumoral es mediante la eliminacién selectiva de linfocitos T
reguladores (Treg) debido a que estas células expresan CTLA-4 de manera
constitutiva y requieren de la interaccion con sus ligandos para su supervivencia, de
tal forma que si esta interaccion se bloquea con anticuerpos anti CTLA-4, la
supervivencia de los Treg se veria comprometida®®. Estos linfocitos Treg infiltran de
manera relevante diversos tumores, en donde cumplen con un papel
inmunosupresor y, por lo tanto, favorecen la evasion del sistema inmunolégico?®.

Evidencia reciente indica que anti-CTLA-4 también favorece la expansion y
probablemente la diferenciaciéon de una poblacion atipica de linfocitos Thl ICOS+
la cual asemeja en muchos marcadores a las células Th foliculares??, lo cual resulta
relevante si se considera que la presencia de estructuras linfoides terciarias en los
tumores, se ha asociado con un buen prondstico. Sin embargo, seria importante
determinar si esta poblacién atipica de linfocitos Thl se genera por el bloqueo de
CTLA-4 o si el microambiente tumoral es quien la genera y dicho bloqueo la rescata
y expande?®.

PD-1 al igual que CTLA-4 se expresa derivado de la interaccion TCR/pMHC entre
un linfocito T con una célula presentadora de antigeno profesional (APC). De hecho,
es la sefalizacion del TCR la que induce la expresion de esta molécula de inhibicion.
Asi mismo, los ligandos de PD-1 son homélogos en estructura y secuencia a las
moléculas B7, por eso se les conoce como B7-H. Existen dos ligandos para PD-1:
PD-L1y PD-L2, ambos expresados por APCs como las células dendriticas.

A diferencia de CD80/CD86, el ligando de PD-1 (PD-L1) puede ser expresado por
otras células no inmunes como las epiteliales?23. Este eje de regulacion se ha
demostrado que es importante en el mantenimiento de la tolerancia periférica y en
la regulacion y mantenimiento de una respuesta inflamatoria controlada en tejidos
no linfoides?’.

De igual forma, se ha descrito que la expresion de PD-L1 se rige por la estimulacion
del receptor de interferon gamma (IFNy), una citocina secretada por las células



inmunes, en respuesta a patégenos intracelulares como virus y bacterias. Esta
molécula es caracteristica del perfil Thl de linfocitos T CD4+ asi como de linfocitos
T CD8 citotoxicos. Ambos determinantes en la respuesta inmune antitumoral.

La atenuacion de la activacion del linfocito T mediante PD-1 se da porque la
sefalizacion de esta molécula estd implicada directamente con los eventos
proximales en la activacion del TCR, esto a través de la activacion de la fosfatasa
SHP2, la cual inhibe directamente la fosforilacion de LCK y con ello su actividad
sobre ZAP70 y PI3K, dos sefales involucradas en la proliferacion y activacion de
los linfocitos T. Sumado a esto existe evidencia que indica que el principal blanco
de la regulacion mediada por PD-1 es la cascada de sefializacion de CD28, a traves
de la regulacion directa de SHP2 sobre intermediarios de la via de sefializacion de
CD28’.

Debido a que PD-L1 se expresa en altas proporciones en las células tumorales y
gue la expresion intermedia de PD-1 es una caracteristica de los linfocitos T
efectores, en un principio se pensé que el bloqueo de la via PD-1/PD-L1 en
inmunoterapia abatia la inhibicibn generada por las células tumorales en los
linfocitos T infiltrantes con actividad citotoxica®328.

Sumado a lo anterior, los modelos preclinicos en raton y los ensayos clinicos han
demostrado que la funcionalidad de los linfocitos infiltrantes de tumor esta
comprometida, asemejando a un estado en un principio denominado como
disfuncional y hoy ampliamente reconocido como agotamiento de linfocitos T, del
cual se han descrito diversos fenotipos y estadios funcionales que seran descritos
mas adelante. Interesantemente, se ha observado recientemente que la
inmunoterapia anti-PD-1 incide en algunos de los fenotipos de agotamiento de los
linfocitos T, predominantemente los linfocitos T CD8 citotdxicos sugiriendo que el
uso de anticuerpos inmunoterapeuticos puede aliviar el estado de agotamiento de
los linfocitos infiltrantes de tumor y con ello recuperar su funcion para combatir las
células tumorales 62529,

AGOTAMIENTO DE LINFOCITOS T

El agotamiento, o también denominado estado exhausto de los linfocitos T es un
estadio de diferenciacion de los linfocitos T que impacta a nivel fenotipico y
funcional, el cual normalmente se deriva de la estimulacion antigénica cronica y
posiblemente de la afinidad del TCR a los péptidos antigénicos presentados.2° Estos
linfocitos agotados se caracterizan por un compromiso en su funcionalidad, como lo
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es la disminucién en la expresién de moléculas efectoras y en la elevada expresion
de receptores de inhibicion como PD-12°. Esto ha sido estudiado a profundidad en
infecciones virales crénicas como la causada por el virus de la hepatitis B o C en
humanos o el virus de la coriomeningitis cronica (LCMV) en ratones. De igual forma,
se sabe que en los tumores, tanto obtenidos de modelos murinos como de biopsias
de pacientes, presentan un elevado infiltrado de linfocitos con fenotipo agotado?®:32.

Los linfocitos T agotados fueron denominados en un principio “disfuncionales”, dado
gue en comparacion con células T efectoras diferenciadas en un contexto de
estimulacion antigénica aguda. Presentan una limitada funcion como la expresion
de citocinas o capacidad citotoxica, asi como una proliferacion comprometida que
se acompafia por una alta expresion de receptores de inhibicion como PD-1 los
cuales estan en constante contacto con sus ligandos. Sin embargo, el conocimiento
actual ha logrado discernir que el agotamiento de linfocitos T no es equivalente a
una disfuncion completa de estos linfocitos, si no una atenuacion de la capacidad
efectora de estas células, la cual en el contexto de infecciones crénicas pudiera
servir para evitar cuadros de inflamacion crénica.

En otras palabras, el agotamiento de los linfocitos T pudiera representar un proceso
alterno de diferenciacion de estas células en condiciones cronicas de estimulacion
antigénica, analogo a los mecanismos de diferenciacion de células T en condiciones
de estimulacién aguda, dicho proceso se caracterizaria por la perdida progresiva de
la funcion y proliferacion de los linfocitos T, probablemente como un mecanismo de
autolimitacion de la actividad inmunitaria de estas células.

En el contexto tumoral también se han identificado linfocitos T CD8 agotados, los
cuales no pueden ejercer su papel en la inmunovigilancia en cancer debido a la
atenuacion de su actividad citotoxica y la disminucion en la expresion de citocinas
antitumorales como IFNy y TNF.®2,

La caracterizacion del estado de agotamiento de los linfocitos T ha mejorado el
entendimiento de los mecanismos de accion de los anticuerpos inmunoterapéuticos
ya que se ha observado que tanto en pacientes tratados con inmunoterapia asi
como en modelos murinos, el uso de anti-PD-1 no sélo rescata la funcion de los
linfocitos T efectores inducido por las células tumorales, sino que también el bloqueo
de PD-1 impacta en el estado de agotamiento de los linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs) los cuales puede recuperar su capacidad de proliferacion y la expresion de
citocinas con actividad antitumoral como IFNy. 3334

El estudio del agotamiento en modelos murinos ha servido para profundizar en los
mecanismos responsables de la respuesta a inmunoterapia tanto en infecciones
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virales crénicas como en modelos tumorales, debido a la presencia de subtipos de
linfocitos T con fenotipo de agotamiento. Estos trabajos identificaron en un principio
2 grandes subtipos de linfocitos T CD8 agotados, los cuales difieren en su
funcionalidad que deriva en diferencias en los patrones de expresion de receptores
inhibitorios, moléculas efectoras, capacidad de proliferacion y en la expresion de
factores de transcripcion?®34. Sin embargo, recientemente la descripcion de los
subtipos de poblaciones de linfocitos T agotados ha dilucidado 4 fenotipos en
funcion de la expresion de TCF1 y CD69, ambos marcadores han sido de utilidad
en la descripcién del estadio progenitor de las células T (TFC1) y la funcion y estado
de activaciéon (CD69) por lo que en conjunto con PD-1 como marcador de
agotamiento han ayudado a resolver el complejo espectro fenotipico y funcional
encontrado en las células T agotadas.®®.

El primero es un factor de transcripcion rio abajo de la via de sefalizacion de WNT,
y cumple con un rol importante en el desarrollo de los linfocitos T, particularmente
en el linagje citotdxico, funge como regulador de la proliferacion y autorenovaciéon de
las células T de memoria. CD69, por otra parte, es una lectina tipo C expresada en
linfocitos activados, que cumple como represor del receptor de esfingosina 1 fosfato
y permite el egreso de las células T de tejidos linfoides secundarios. Asi mismo
CD69 es un marcador de células efectoras residentes de tejido y su expresion en
tejidos periféricos se relaciona con fenotipos efectores de linfocitos T.

Subtipos de Linfocitos T agotados

La descripcion de los fenotipos de agotamiento ha permitido entender en gran
medida los mecanismos de accion de la inmunoterapia. Un primer subtipo de
linfocitos T agotados descritos son los denominados “Progenitores Exhaustos”
(Tpex), los cuales reciben este nombre por su alta expresiéon de TCF1%. La
evidencia indica que estos Tpex retienen capacidad de auto renovacién y, por lo
tanto, son los responsables de mantener la respuesta inmune adaptativa a largo
plazo. Por otra parte, han recibido el nombre de progenitores, ya que diversos
ensayos han demostrado que son los responsables de generar a los linfocitos T
“terminalmente exhaustos” los cuales se describen mas adelante.

Estudios transcriptémicos han determinado que los Tpex comparten similitud con el
fenotipo de memoria central (expresion de CCR7+ y CD44+) pero se diferencian en
la expresion de moléculas de inhibicibn como PD-1. Estos estudios sefialan también
gue los linfocitos Tpex expresan marcadores asociados a linfocitos foliculares como
CXCRS5, ICOS y BCLS6, lo cual sugiere que la presencia de este fenotipo depende
de la interaccion con células que normalmente se encuentran en los foliculos de los
tejidos linfoides como las células T CD4 foliculares o linfocitos B%3. Se ha
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demostrado ademas que estos linfocitos progenitores exhaustos no tienen una
capacidad efectora y que su funcidn es la auto renovacion y la generacion de
linfocitos T terminalmente exhaustos (Tex)34.

Los linfocitos Tex se caracterizan por una alta expresion de moléculas de inhibicion,

entre ellas TIM3, LAG3, TIGIT, PD-1 asi como CTLA-4; Estos linfocitos T exhaustos,
contrario a lo que se habia propuesto décadas atras?®, retienen capacidad efectora
debido a que se ha demostrado que pueden expresar moléculas asociadas a su
funcion citotoxica como granzima B y Perforinas asi como IFNy®. Sin embargo, cabe
sefalar que dicha expresion es menor si se compara con linfocitos T efectores. En
comparacion con el subtipo Tpex los linfocitos Tex expresan en mayor cantidad
moléculas efectoras (granzima B e IFN)3?; de modo que se considera a este
fenotipo como el efector en el contexto de agotamiento y ,por lo tanto, la poblacion
gue potencialmente es rescatada con los ICB. Como se menciond, los Tex son
generados a partir de Tpex y no viceversa. En consecuencia, el mantenimiento de
los linfocitos Tex en patologias crénicas depende de la diferenciacion y
mantenimiento de los linfocitos Tpex, por lo que la presencia de esta poblacion, a
pesar de no tener una capacidad funcional, pudiera ser determinante en la
respuesta a los ICB.

Por otro lado, en un trabajo reciente realizado por Beltra®® y colaboradores, se
demostro que utilizando la expresiéon de TCF1 y CD69 pueden caracterizarse al
menos 4 poblaciones de linfocitos T agotados, las cuales representan estadios de
diferenciacion y funcion. Es asi que las células agotadas pueden clasificarse como
células exhaustas precursoras tipo | (Tpexl 6 TexP9l), caracterizadas por la
expresion de TCF1, CD69 y TOX (un factor de transcripcion normalmente asociado
ala activacion de la via de NFAT derivada de la sefializacion del TCR). Estas células
Tpex1 dan lugar a los demas fenotipos de agotamiento, retienen una alta expresion
de moléculas efectoras como granzima B e IFNy. Esta poblacion se encuentra
principalmente en tejidos linfoides secundarios y dan lugar a las células precursoras
tipo 2 (Tpex2 6 TexPro?),

Las células Tpex2 son circulantes y se establecen en los tejidos periféricos, se
caracterizan por la expresion de TCF1 y nula expresion de CD69 y retienen
capacidad proliferativa, aunque de manera importante pierden capacidad efectora.
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Las células Tpex2 dan lugar a células exhaustas con un fenotipo intermedio entre
las precursoras y las terminales (TexInt), estas células se encuentran principalmente
en los tejidos periféricos de donde proviene el estimulo antigénico (Tumor o sitio de
infeccion cronica), no expresan TCF1, CD69 o TOX, pero retienen capacidad
proliferativa y nuevamente expresan moléculas efectoras asociadas a la actividad
del factor de transcripcion T-bet como IFNy, estas células dan lugar a las células
exhaustas terminales (TexTerm).

Las células TexTerm recuperan la expresion de CD69 y TOX y pierden la expresion
de T-bet, estas células pierden la capacidad proliferativa y se consideran como
terminales debido a su alta expresiéon de marcadores apoptéticos como Caspasa 3
activa, sin embargo, dichas células mantienen la capacidad de expresion de
moléculas efectoras como granzima B, IFNy y TNFa. Este fenotipo es comparable
al previamente descrito como linfocitos T agotados o exhaustos3*. Cada uno de los
fenotipos de los linfocitos T agotados pueden entenderse como un estadio en el
camino de diferenciacion hacia el agotamiento terminal, tal y como se ilustra en la
Figura 2.

Es importante mencionar que en el trabajo en donde se describen los subtipos de
agotamiento no se identifica cudl de estos fenotipos es determinante a la respuesta
ainmunoterapia y cual se podria asociar con la resistencia. En este sentido, algunos
trabajos han demostrado que el bloqueo de PD-1 impacta de manera positiva en la
proliferacion y diferenciacion del fenotipo Tpex, sin embargo, no es claro hasta el
momento el impacto de dicho bloqueo en los demas fenotipos de células T
agotadas. Diversos autores han sugerido que la inmunoterapia actua principalmente
sobre las células precursoras (Tpexl o Tpex2), induciendo rondas proliferaciéon y
diferenciacion que pueden conllevar a un incremento en la cantidad de células
efectoras exhaustas con capacidad de ejercer citotoxicidad en contra de las células
tumorales3*3’.

14



Organos Linfoides  Circulacién Sanguinea Tejidos
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Figura 2. Camino de diferenciacion de los linfocitos T agotados (Modificado de Chu y

Colaboradores. , Immunity, 2020)32 . £/ agotamiento de los linfocitos T puede entenderse como una
perdida progresiva de su funcién o un camino de diferenciacion caracteristico de la estimulacion crénica en
patologias como el cancer. Dicho camino iniciaria con la generacion de células Texprogl o Tpex1 con alta
capacidad de proliferacion, expresion de CD69, TCF1 (gen TCF7) asi como PD-1 moderado, CXCR5, TOX alto y
SLAMF7 (Ly108). Las Tpex1 dan lugar a las células Texprog2 o Tpex2 caracterizadas por la expresion de TCF1,
SLAMF7, PD-1 moderado, CXCR5, TOX moderado y Ki67 moderado. Las Tpex2 dan lugar a las células TexInt
caracterizadas por la expresion de T-bet, PD-1 alto y Ki67 alto. Las Texint dan lugar a células terminales
TexTerm caracterizadas por la expresion de CD69, PD-1 alto y TOX alto. Ademds de los marcadores fenotipicos,
los subtipos de células agotadas se encuentran localizadas de manera diferencial en tejidos linfoides
secundarios, circulacion sanguinea y tejidos periféricos, tal y como se observa en los distintos subtipos de
memoria generada por los linfocitos T.
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EL AGOTAMIENTO Y SU RELACION CON LA RESPUESTA A INMUNOTERAPIA

En relacion con la respuesta a la inmunoterapia, la caracterizacion del estado
agotado de los linfocitos T CD8 infiltrantes de tumor ha sugerido que la abundancia
diferencial de los fenotipos de agotamiento pudiera explicar la heterogeneidad de la
respuesta a inmunoterapia.® Correlaciones clinicas y datos de modelos murinos
apuntan a que la presencia de linfocitos T CD8 con fenotipo Tpex correlaciona de
manera positiva con la respuesta a inmunoterapia®?. Sin embargo, no es claro como
se relaciona el estado de agotamiento de dichas células con la resistencia a
iInmunoterapia.

De esta manera, la descripcion detallada de las distintas poblaciones de linfocitos T
agotados ha llevado a proponer combinaciones terapéuticas que mejoren la
funcionalidad de los linfocitos agotados, como lo es la inhibicion de CD39 en
conjunto con la inhibicion de PD-1. Cabe sefialar que CD39 es una ectonucleotidasa
gue cataliza la conversion de ATP extracelular a AMP, el cual posteriormente es
convertido a adenosina por CD73. Ambas ectonucleotidasas son altamente
expresadas en los linfocitos Tex y los productos metabdlicos de estas enzimas
tienen un papel importante en la supresion de estas células agotadas, por lo que el
bloqueo de estas enzimas puede ser de utilidad para recuperar la funcion efectora
de los Tex®°.

Dada la relevancia de los linfocitos T agotados con fenotipo precursor en la
respuesta positiva a inmunoterapia, resulta determinante dilucidar los mecanismos
asociados la presencia de esta poblacidon en el microambiente tumoral. Esto
representa un gran reto, ya que se sabe que a medida que incrementa la exposicion
antigénica mediante la sefializacion por TCR, incrementa la diferenciacion hacia
linfocitos T con fenotipo terminal, dejando a un lado la capacidad de auto renovacién
de los linfocitos Tpex. Lo cual podria explicar la razon por la que en estadios
avanzados de las neoplasias la abundancia de Tpex es relativamente baja?°32. Lo
anterior es relevante si se considera que el uso de ICBs estd aprobado en su
mayoria en estadios avanzados de dichas patologias. De tal forma que la presencia
de linfocitos T agotados con fenotipo precursor en el infiltrado tumoral pudiera ser
relevante en el prondstico de respuesta a inmunoterapia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de los factores asociados a la respuesta a inmunoterapia depende
estrechamente de la generacién de modelos experimentales in vitro o in vivo que
permitan la generacion de lineas celulares no responsivas a inmunoterapia que
generen tumores resistentes; en los cuales el estudio del infiltrado tumoral, sobre
todo el de los linfocitos T agotados, pueda brindar informacion sobre los
mecanismos asociados a la resistencia o sensibilidad a inmunoterapia. Sin
embargo, estos modelos no han podido desarrollarse hasta el momento debido a la
falta de estrategias que puedan recapitular la heterogeneidad fenotipica de las
células inmunes, asi como de las células tumorales, que se observa en los pacientes
responsivos o resistentes a inmunoterapia con inhibidores de puntos de control.

Antecedentes de nuestra unidad de investigacion, indican que la inmunizacién
terapéutica de péptidos del antigeno modelo ovoalbumina (OVA) en conjunto con
porinas de bacterias Gram negativas como adyuvante, en ratones previamente
implantados con células de melanoma que expresan OVA; Se observa una
heterogeneidad fenotipica en las células infiltrantes de tumor no mostrada en
ratones no inmunizados, la cual ademas sugiere ser relevante en la respuesta a
inmunoterapia anti PD-1. Particularmente se observo que la inmunizacion induce un
infiltrado de células T CD8 residentes de tejido, con fenotipo agotado progenitor
(Tpex) asi como células T CD8 agotadas funcionales caracterizadas por la
expresion de TIM3 y TCF14°. Dicha heterogeneidad fenotipica sugiere ser (til para
ejercer presion selectiva sobre las células tumorales para desarrollar nuevos
mecanismos de evasion inmunitaria que desencadenen en mecanismos de
resistencia a inmunoterapia.

Asi mismo, en nuestro grupo de investigaciéon se ha adoptado el uso de cultivos
tridimensionales in vitro (Esferoides) con el fin de estudiar caracteristicas tumorales
y su relacion con la severidad de neoplasias como el cancer de mama. Pero no se
han usado estas estructuras con el fin de estudiar los mecanismos involucrados en
la resistencia a inmunoterapia en células tumorales de melanoma.

De tal forma que, estos antecedentes llevan a plantear que el uso de la presién
inmune ejercida por la inmunizacion terapéutica, en ratones previamente
implantados con células de melanoma, generara una heterogeneidad fenotipica de
las células tumorales sometidas a dicha presién inmunitaria, que podria ser
significativa en la respuesta a inmunoterapia con inhibidores de puntos de control y
gue este modelo permitiria evaluar los mecanismos de resistencia a la
iInmunoterapia con inhibidores de puntos de control.
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2. HIPOTESIS.

El fenotipo de las células T CD8 agotadas se relacionara directamente con la
resistencia a inmunoterapia anti-PD1.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢, Como se relaciona el fenotipo de las células T CD8 agotadas con la resistencia a
la inmunoterapia en un modelo murino de melanoma?

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el fenotipo y funcion de agotamiento de las células T CD8
implicadas en la resistencia a inmunoterapia con anti-PD1 en un modelo
murino de melanoma

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

= Evaluar el fenotipo de las células infiltrantes en tumores que respondan o no
a inmunoterapia anti-PD-1

= Obtener células de melanoma a partir de tumores resistentes a
inmunoterapia anti-PD-1 en un modelo murino

= Desarrollar un modelo in vitro que permita caracterizar los mecanismos
asociados a la resistencia a inmunoterapia anti-PD1.

= Determinar el fenotipo de agotamiento asociado a la resistencia a
inmunoterapia en células T deficientes de PD-1
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5. METODOLOGIA

5.1 RATONES

Se utilizaron ratones C57BL/6 WT, CD45.1 OTl o CD45.1 OTI PD-1"~ machos de 8
a 12 semanas, libres de parasitos y patdgenos alimentados con “LabDiet 5010
Autoclavable Rodent diet” (LabDiet, Estados Unidos) y agua ad libitum. Los ratones
C57BL/6 WT fueron provistos por el bioterio de la Unidad de Investigacién en
Medicina Experimental de la Facultad de Medicina U.N.A.M. del Hospital General
de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Los ratones C57BL6 CD45.1 OTl y los CD45.1
OTI PD-1" fueron amablemente donados por la Dra. Florencia Rosetti Sciutto y el
Dr. José Carlos Crispin Acufia, del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran. Todos los experimentos fueron conducidos en
concordancia con el Comité local de investigacion en salud (Protocolo 3601) y
fueron aprobados por el comité de ética animal de la facultad de medicina U.N.A.M.
Siguiendo la Norma Oficial Mexicana (NOM 062-Z00-1999) “Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

5.2 CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Las lineas celulares de melanoma B16-F10-OVA (MO4) (SCC420 Merck Millipore),
B16-FO-GFP generada en nuestro laboratorio, asi como los cultivos primarios de
tumores resistentes a inmunoterapia fueron cultivadas con medio DMEM (Biowest),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 0.1%
penicilina/estreptomicina(Biowest),0.2%  I-glutamina  (Biowest), 0.05%  j-
mercaptoetanol, 0.01% Piruvato de Sodio (Biowest), 0.1% HEPES (Biowest) y 0.1%
aminoacidos no esenciales (Biowest) a 37°C y 5% de CO:

5.3 OBTENCION DE TUMORES SENSIBLES Y RESISTENTES AINMUNOTERAPIA.

Se implantaron 2.5x10° células MO4 via intradérmica en el flanco derecho del lomo
de ratones C57BL6. Transcurridos 7 dias se inmunizé via intradérmica 30ug del
antigeno modelo ovoalbumina (OVA) en conjunto con 10ug de las porinas Omp-C y
Omp-F de S. Typhi ATCC 9993 provistas por el Dr. Constantino Lopez, UIMIQ.
Inyecciones s.c del vehiculo (PBS) fueron utilizadas como control. Posteriormente
al dia 19, 21 y 23 se administro via i.p 100ug del anticuerpo monoclonal anti-PD-1
(Biolegend, Clona RPM1-14) en los grupos inmunizados.

Se evalud cada tercer dia el crecimiento tumoral hasta el dia 26 o hasta que el tumor
alcanzara un tamafo superior al recomendado por el comité de bioética. Midiendo
el ancho y el largo de los tumores, calculando el volumen en mm?3 como 4/3r(1/2
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ancho)?(1/2 Largo). Los tumores que no presentaron disminucién o mantenimiento
del volumen tumoral durante la inmunoterapia fueron considerados resistentes y los
gue si presentaron fueron considerados sensibles.

5.4 OBTENCION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE TUMORES RESISTENTES A
INMUNOTERAPIA.

Una vez clasificados los tumores como sensibles o resistentes a inmunoterapia en
funcidén del crecimiento tumoral, los ratones fueron sacrificados y se obtuvieron
muestras de los tumores para la obtencion de suspensiones celulares o para cortes
histol6gicos. Los tumores fueron separados de la piel utilizando tijeras y
seccionados en pequefas porciones e incubados durante 1 h con 400 U/mL de
Colagenasa D (Roche) y 5ug/mL de DNAsa (Roche) en una solucion de Hank’s
suplementada con Ca?* y Mg?* (Gibco), posteriormente la reaccién enzimatica fue
detenida con 0.5 uM EDTA y la suspension celular obtenida fue pasada por un filtro
de 70um e incubada durante 5 minutos con 0.125 mg/mL de DNAsa a 4°C. Las
células fueron puestas de nuevo en suspension en Percoll al 40% (GE healthcare)
y se les agreg6 Percoll 90% al fondo del tubo y se centrifugaron durante 30 minutos.
Las células tumorales fueron recolectadas del fondo del tubo y puestas en cultivo
como se menciona en 5.2

5.5 OBTENCION DE CELULAS LINFOIDES DE TEJIDOS LINFOIDES
SECUNDARIOS.

Para la obtencion de Linfocitos OTI se obtuvieron ganglios maxilares, axilares,
inguinales, popliteos y bazos de ratones C57BL6, CD45.1 OTI PD1"""t o PD1" en
medio RMPI (Biowest). Los ganglios linfaticos fueron disgregados en medio con
Liberasa (25ug/mL) y DNAasa (0.125 mg/mL), durante 25 min a 37°C. Transcurrido
este tiempo se detuvo la reaccion con EDTA 0.5 M, a continuacién, se filtré la
suspensién celular a través de una malla de organza. Finalmente, las células re-
suspendidas en medio de cultivo R-10. Los bazos fueron macerados en PBS
mecanicamente, la solucion celular obtenida fue incubada con Buffer de lisis RBC
(Biolegend) durante 5 minutos a 4°C y agitacion constante. Transcurrido el tiempo
la lisis se detuvo con PBS y la suspension fue centrifugada a 1500 rpm durante 5
minutos. Las células fueron re-suspendidas en medio R-10.
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5.6 CITOMETRIA DE FLUJO.

Para la fenotipificacion células por citometria de flujo se utilizaron los siguientes
anticuerpos: Anti-TCF1/AF488(AbCam), Anti-GZMB/AF700(B.D.), Anti-PD1/APC
(Biolegend), Anti-CD8a/APCCy7(Biolegend), Anti-CD44/BV510(Biolegend), Anti-
Ki67/BV605(Biolegend), Anti-IFNg/BV650(Biolegend), Anti-CD28/BV711(B.D.),
Viabilidad/FixableAquaViolet(ThermoFisher),  Anti-CD69/PE(Biolegend),  Anti-
Vb5.1/PECy7(Biolegend), Anti-Tim3/PEDazzle594(Biolegend), Anti-
CD45.1/PERCP(Biolegend).

Se incubaron aproximadamente 5x10° células con los anticuerpos de membrana
durante 20 minutos a 4°C en oscuridad, posteriormente las células se lavaron 2
veces con PBS, posteriormente fueron tefiidas para los marcadores intracelulares
utilizando el kit “True Nuclear Transcription Factor Buffer Set” (Biolegend).

Todas las muestras fueron adquiridas en el citbmetro FACS Influx Cell Sorter (B.D.)
del Centro de Instrumentos (CIS) del Centro Médico Nacional Siglo XXIy analizadas
con el Software Flowjo 10.1 (Tree Star, Ashland, OR, United States)

5.7 INMUNOFLUORESCENCIA.

Para los ensayos de microscopia de fluorescencia se utilizaron los siguientes
anticuerpos: Anti-CD8/FITC (Biolegend), Anti-PD1/APC(Biolegend), Anti-
Tim3/PEDazzle594(Biolegend), Anti-TCF1/AF488 (AbCam), Anti-CD8/APC
(Biolegend), CellTracker Red y los nacleos fueron teflidos con Hoechst 33258 (Life
Technologies). Los tumores obtenidos fueron fijados con p-Formaldehido al 4% Vv
durante 24 h, posteriormente fueron incluidos en bloques de parafinay se obtuvieron
cortes histologicos de 5mm de grosor en laminillas cargadas (Superfrost Plus
Yellow). Los tejidos fueron des parafinados en estufa a 60°C y. Rehidratados en un
tren de solventes de Xilol, Xilol/Etanol, Etanol 100%, Etanol 80% y Etanol 50%.
Posteriormente, se recuperaron estructuras antigénicas con un Buffer de citratos pH
6.0 (Citrato de Sodio 10uM) a 90 °C durante 20 minutos. Los tejidos fueron
permeabilizados con buffer de permeabilizacion (10mg/mL de albumina de suero
bovino, 5% suero de caballo, 0.02% de Azida de sodio y 0.5% de Triton) durante 2
horas, posteriormente los cortes fueron incubados con los anticuerpos a
temperatura ambiente y en obscuridad durante 18 horas. Transcurrido el tiempo se
realizaron lavados con PBS y los nucleos fueron contra tefliidos con Hoechst durante
10 minutos a temperatura ambiente. Los tejidos fueron montados en VectaShield
(Vector Labs.) y cubiertas. Al dia siguiente se adquirieron las imagenes en el
microscopio confocal de fluorescencia Nikon Al con el aumento 20x y se analizaron
con el Software ImageJ y FIJI (NIH).
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5.8 OBTENCION DE ESFEROIDES TUMORALES Y CO-CULTIVO CON CELULAS
OTI

Para la generaciéon de esferoides tumorales, las lineas celulares fueron cultivadas
durante 3 dias como se menciona en 5.2, posteriormente fueron puestas en
suspension en medio DMEM suplementado con 1% de matrigel a una concentracion
de 100 células /uL, las células fueron cultivadas en placas de ultra baja adherencia
(Corning Costar) y a una concentracion final de 1 célula/ul. las células fueron
cultivadas durante 7 dias hasta obtener las estructuras esferoidales.
Posteriormente, los esferoides fueron caracterizados en tamafio y estructura
utilizando el microscopio confocal de fluorescencia Nikon Al con el aumento 10x o
fueron co-cultivados con células OTI durante 7 dias.

5.9 ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico se realiz6 con el software Prism 8 (GraphPad Software, Inc.)
y se realiz6 una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de unay dos vias, seguida
de una prueba de Tukey para determinar entre que grupos existia diferencia
significativa. Una P<0.05 fue considerada como significativa.

La construccion de graficos t-SNE se generd con ayuda del software Flowjo 10.1
(Tree Star, Ashland, OR, United States). Se exportaron los eventos CD8+ OTI+
(10,000 aproximadamente) en archivos individuales con los parametros de
compensacion ajustados. Los archivos fueron después concatenados y se realizd
el analisis para t-SNE con el pluggin correspondiente a partir de los marcadores
TCF1, TIM3, PD-1, CD44, CD28, CD69, IFNy, granzima B y Ki67. Determinando
1000 iteraciones con un numero de perplejidad de 30 y un radio de aprendizaje de
180,000. Lo anterior utilizando el algoritmo de gradiente Barnes Hut con KNN
exacto.
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6. RESULTADOS

6.1 OBTENCION DE TUMORES DE MELANOMA SENSIBLES Y RESISTENTES A
INMUNOTERAPIA ANTI-PD-1

Para el estudio de los mecanismos de resistencia a inmunoterapia, es determinante
el desarrollo de modelos que permitan recapitular la heterogeneidad en la respuesta
a inmunoterapia observada en pacientes con melanoma, la cual esta estrechamente
relacionada con el infiltrado inmune, sobre todo con el fenotipo de los linfocitos T
CD8 agotados?®.

Considerando esto, el primer objetivo abordado en este trabajo fue la obtencién de
tumores resistentes a inmunoterapia para posteriormente generar lineas celulares
resistentes a inmunoterapia. Lo anterior a través de la presion selectiva inmune
generada mediante la inmunizacion de péptidos del antigeno modelo Ovoalbumina
(OVA) en conjunto con un adyuvante que ha demostrado favorecer la induccion de
células agotadas funcionales, las cuales han demostrado ser relevantes en la
respuesta a inmunoterapia. La hipotesis fue que esta presién inmune sobre las
células tumorales resultaria en el desarrollo de mecanismos de evasion inmunitaria,
gue desencadenarian en la evasion del bloqueo de receptores de inhibicion como
PD-1. De tal forma que ratones C57 de 8 a 10 semanas fueron inoculados via s.c
con células de melanoma murino que expresan de manera constitutiva el antigeno
OVA, transcurridos 7 dias fueron inmunizados con péptidos de OVA en conjunto
con porinas de Salmonella thypi como adyuvante. Una vez que los tumores
alcanzaron un volumen critico de 1000 mm? se administraron en 3 ocasiones 100ug
de anti PD-1 via i.p. cada 2 dias. Figura 3A

El tratamiento con anti-PD1 se inici6 al dia 19 del crecimiento tumoral, dia en el cual
se observo el crecimiento exponencial de los tumores implantados (Figura3B). De
igual forma, en la Figura 3B en lineas verdes puede apreciarse el crecimiento
tumoral en ratones no inmunizados, mientras que en las lineas negras se aprecia el
crecimiento tumoral de ratones inmunizados, en lineas azules se aprecia el
crecimiento de tumores de ratones inmunizados y tratados con anti-PD1, los cuales
fueron considerados sensibles a inmunoterapia debido a que hubo una respuesta
positiva en cuanto al control del crecimiento tumoral después la administracion del
anticuerpo. Asi mismo se aprecia en lineas rojas las curvas de crecimiento tumoral
asociadas a ratones inmunizados y tratados con anti-PD1, los cuales no presentaron
una respuesta positiva a inmunoterapia y fueron considerados resistentes a la
misma.

Inicialmente, se determind la presencia de linfocitos CD8+ en el infiltrado tumoral de
los tumores sensibles y resistentes a inmunoterapia anti-PD1, dado que el infiltrado
de estas células ha sido considerado importante como un parametro para respuesta
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a inmunoterapia. Para esto se evalud la expresion de CD8 por inmunofluorescencia
en los cortes histolégicos de los tumores obtenidos.

Como se puede observar en la Figura 3C, los tumores sensibles a inmunoterapia
presentaron un mayor infiltrado de células CD8+ comparado con los tumores
resistentes en los que se observo un bajo infiltrado de células T CD8+. Este infiltrado
fue inclusive menor en comparacion con los tumores de ratones sin inmunizar (PBS)
el cual se utiliz6 como referencia del crecimiento tumoral. De las imagenes
obtenidas se cuantifico el porcentaje de células CD8+ confirmando lo observado en
las micrografias en donde se obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje
de linfocitos T CD8+ en los tumores sensibles en comparacion con el grupo control
(p=0.0412). En contraste, los tumores resistentes presentaron un menor porcentaje
de linfocitos T CD8+ el cual fue significativamente diferente comparado con los
tumores sensibles a la inmunoterapia con anti-PD-1 (p=0.0178). (Figura 3D)

Estos resultados sugieren que la respuesta a inmunoterapia se asocia
positivamente a la presencia de linfocitos T CD8+ en el infiltrado tumoral.
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Figura 3. Los tumores sensibles a inmunoterapia presentan un mayor infiltrado de

linfocitos T CDS8. A) Ratones C57BL/6 fueron inoculados i.d. con 2.5x10° células MO4, 7 dias después fueron administrados via i.d.
con Porina en conjunto con OVA o PBS. Al dia 19, 21 y 23 se administré via i.p. anti-PD-1 o PBS en los ratones inmunizados con OVA-Porina.
B) los tumores fueron medidos cada tercer dia y se determind su respuesta a la inmunoterapia en funcién de la curva de crecimiento. En
verde ratones administrados con PBS, en negro ratones inmunizados con OVA-Porina, en rojo ratones inmunizados resistentes a
inmunoterapia y en azul ratones inmunizados sensibles a inmunoterapia. Las curvas muestran el crecimiento individual de los tumores en
los ratones implantados con MO4, el drea gris sombreada representa los dias y grupos experimentales que recibieron inmunoterapia anti
PD-1 (100ug) cada 2 dias C) micrografias representativas de los tumores obtenidos (n= 2 o 3 tumores por tratamiento a los cuales se les
realizé una tincion de inmunofluorescencia evaluada por microscopia confocal para la expresion de CD8 (verde), D) Cuantificacion de
células CD8 por cada 100 células presentes en el campo observado, n= 3 campos por tumor, ANOVA de 2 vias seguida de una prueba de
Tukey para determinar diferencias significativas entre los grupos, una P<0.05 fue considerada significativa. Las lineas al centro de las
barras corresponden a la media de los datos y los limites de las barras corresponden a la desviacion estdndar de los datos.

6.2 LA RESISTENCIA A INMUNOTERAPIA ANTI-PD1 INVOLUCRA UNA
DISMINUCION EN EL INFILTRADO DE LINFOCITOS CD8 TEX

El bajo infiltrado de linfocitos T CD8 observado en las micrografias de tumores
resistentes a inmunoterapia (Figura 3) abri6 la posibilidad a que esto se debiera a
la acumulacién de linfocitos agotados, dado que infiltrado de linfocitos T CD8+ con
fenotipo terminalmente agotado (Tex) se ha relacionado con un control deficiente
del crecimiento tumoral®l. Contrastantemente, en modelos murinos se ha reportado
gue esta poblacion incrementa su abundancia, asi como su capacidad de expresion
de citocinas efectoras después de la inmunoterapia anti-PD-134, por lo que no es del
todo claro su relevancia en el infiltrado de tumores sensibles o resistentes a
iInmunoterapia.

De esta manera se evalud en los cortes histoldgicos de los tumores sensibles y
resistentes a inmunoterapia la presencia de estos linfocitos T CD8+ Tex y su
relacion con la respuesta a inmunoterapia anti-PD1 mediante tinciones de
inmunofluorescencia.

En la Figura 4A puede apreciarse que, en las micrografias obtenidas del grupo
administrado con PBS, se observa un infiltrado poco abundante y en particular de
células positivas para CD8, las cuales co-expresan TIM3y PD-1 (Tex). En contraste
en la Figura 4B, se observa que en el grupo inmunizado con OVA y porinas que no
recibié inmunoterapia anti-PD-1, hay un mayor infiltrado de células, sin embargo,
este incremento no se debe a un incremento del fenotipo Tex (CD8+, TIM3+, PD1+).
En el grupo inmunizado que fue sensible a inmunoterapia se puede apreciar un
incremento del infiltrado de células T CD8 con fenotipo Tex, en comparacién con los
grupos previamente descritos (Figura 4C). De manera interesante, se observa un
menor infiltrado de linfocitos T CD8 con fenotipo Tex en la micrografia de grupo
inmunizado que generd tumores resistentes a inmunoterapia. En donde este
infiltrado fue inclusive menor comparado con el grupo control (Figura 4D).

Lo observado en las micrografias es consistente con la cuantificacion de la
intensidad media de fluorescencia de TIM3, la cual muestra una tendencia a ser
mayor en el grupo sensible a inmunoterapia comparado con los demas grupos
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(p=0.0103) (Figura 4E). La cuantificacion del porcentaje de linfocitos Tex mostro un
decremento significativo (p<0.0001) del porcentaje de células Tex presentes en el
grupo de los tumores resistentes, comparado con el del tumor sensible a
inmunoterapia. Este porcentaje en el tumor sensible a inmunoterapia fue
significativamente mayor (p=0.0257) con respecto al grupo control PBS (Figura 4F).
Estos hallazgos sugieren que el infiltrado de linfocitos T CD8 con fenotipo Terminal
(Tex) incrementa en los tumores sensibles a inmunoterapia anti-PD1 y de manera
interesante disminuye significativamente en el contexto de la resistencia a
inmunoterapia anti-PD1.
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Figura 4: Incremento de células CD8T.x (TIM-3+, PD-1+) en tumores sensibles a

inmunoter apia anti-PD-1. se obtuvieron cortes histoldgicos de 5um de los tumores sensibles y resistentes a inmunoterapia
anti-PD-1. Las muestras fueron incubadas con anticuerpos anti CD8 (verde), anti TIM-3 (rojo) y anti PD-1 (Cyan), se utilizé6 Hoechst como
colorante de contraste de los nucleos (azul). A, B, C 'y D) micrografias representativas de tumores de ratones tratados con: A) PBS, B)
Inmunizados con Porina C) Inmunizados con Porina y sensible a anti PD-1 y D) Inmunizados con Porina y resistentes a anti PD-1, E)
Intensidad media de fluorescencia de TIM3 en los tratamientos, F) Cuantificacion de células CD8+, TIM3+, PD1+ (Tex) por cada 100 células
por campo. Las flechas blancas indican las células Tex. Imdgenes representativas de los tumores obtenidos (n=20 3 tumores por grupo)
Se cuantificaron 3 campos por tejido. Aumento 20x con zoom 3x. ANOVA 1 via, prueba de Tukey a=0.05. Las lineas al centro de las barras
representan la media de los datos

6.3 EL DECREMENTO DE CELULAS CD8 TEX EN EL CONTEXTO DE LA
RESISTENCIA A INMUNOTERAPIA ANTI-PD1 SE ACOMPANA POR UN BAJO
INFILTRADO DE CELULAS CDSTPEX.

El bajo infiltrado de linfocitos T CD8 Tex observado en los tumores resistentes
pudiera relacionarse con la falta de linfocitos T agotados con fenotipo precursor,
dado que trabajos recientes han demostrado que el infiltrado de células T CD8 Tex
en tumores de melanoma murino depende estrechamente del infiltrado de células T
CD8 agotadas con fenotipo precursor (Tpex)**. Debido a que los linfocitos Tpex
proliferan después de la inmunoterapia anti-PD-1 y se diferencian con mayor
abundancia hacia Tex, sugiriendo que la presencia de linfocitos Tpex pudiera ser
determinante en la respuesta a esta terapia. Esto llevd a evaluar el infiltrado de
linfocitos T CD8 Tpex mediante tinciones de inmunofluorescencia en los cortes
histologicos de tumores sensibles y resistentes a inmunoterapia anti-PD-1.

Las micrografias obtenidas del grupo control muestran la presencia de pocos
linfocitos T CD8 infiltrantes de tumor que co-expresan TCF1y PD-1 (Linfocitos Tpex)
(Figura 5A). Se aprecia también la expresion de TCF1 en células CD8-, las cuales
parecen mas abundantes que las células T CD8 Tpex. Puede observarse ademas
qgue, en el grupo inmunizado con porinas, también hay células T CD8 que co-
expresan TCF1 y PD-1(Figura 5B). Las cuales son mas abundantes en
comparacién con el grupo control e interesantemente en dichas micrografias se
aprecia que la localizacion del factor de transcripcion TCF1 podria no ser
exclusivamente nuclear, dado que una pequefia fraccién de la marca asociada a
este factor (rojo) coincide con la marca asociada a moléculas que normalmente se
encuentran fuera del nucleo (azul), como es el caso de CD8 (verde) y PD-1 (Cyan).

Asi mismo, en el grupo sensible a inmunoterapia es evidente que hay un incremento
sustancial en el infiltrado de linfocitos T CD8 comparado con el grupo control, los
cuales en su mayoria co-expresan PD-1 y TCF1, este ultimo parece no estar
localizado en nucleo dado que no coinciden ambas marcas, sugiriendo que la
inmunoterapia anti-PD1 tiene un efecto importante en la localizacién celular de
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TCF1(Figura 5C). En contraste, puede apreciarse que en el grupo resistente a la
inmunoterapia anti-PD1 disminuyen drasticamente las células CD8 que expresan
TCF1 y que su localizacion, al igual que en el control, pudiera ser
predominantemente nuclear, dado que ambas marcas coinciden (Figura 5D).

Por otra parte, la cuantificacion de la IMF de TCF1 de la Figura 5E muestra una
tendencia a una menor expresién de TCF1 en las micrografias obtenidas del grupo
resistente a inmunoterapia, comparado con los grupos control y el grupo sensible a
inmunoterapia. De igual forma, la cuantificacion del porcentaje de células T CD8 con
fenotipo precursor demostré un incremento significativo (p=0.004) de Tpex en el
grupo sensible respecto al grupo resistente, asi mismo se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de células CD8 Tpex (p=0.0010 y p=0.0083) entre el
grupo sensible y los controles PBS y porina (Figura 5F). De forma interesante, se
observdo que la expresion de PD-1 es mayor en los tumores sensibles a
inmunoterapia, sugiriendo que tanto la expresion de este marcador junto con TCF1
es determinante en la respuesta positiva a inmunoterapia anti PD-1. Contrastante a
lo anterior, se observo que la expresion de PD-1 en los tumores resistentes es
menor respecto al grupo sensible, pero no menor a los grupos control (Figura 5G).
Estos datos sugieren que la resistencia a inmunoterapia anti PD-1 se asocia con un
bajo infiltrado de Tpex, lo cual podria estar asociado al bajo infiltrado de Tex.
Sugiriendo también que la resistencia a inmunoterapia podria asociarse a un
compromiso en la proliferacion y diferenciacién de los linfocitos Tpex.
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Figura 5: El Incremento de células CD8T.x en tumores sensibles a inmunoterapia anti-PD-

1 se relaciona con la expresién de TCF-1. se obtuvieron cortes histolégicos de 5um de los tumores sensibles y
resistentes a inmunoterapia anti-PD-1. Las muestras fueron incubadas con anticuerpos anti CD8 (Verde), anti TCF-1 (Rojo) y anti PD-1
(Cyan), Se utilizé Hoechst como colorante de contraste de los nucleos (Azul). A, B, C y D) Micrografias representativas de tumores de
ratones tratados con: A) PBS, B) Inmunizados con porina C) inmunizados con porina y sensible a anti PD-1 y D) inmunizados con porina y
resistentes a anti PD-1. E) Intensidad media de fluorescencia de TCF1 en los tratamientos, F) Cuantificacion de células CD8+, TCF1+, PD1+
(Tpex) por cada 100 células por campo. G) Intensidad media de fluorescencia de PD-1 en los tratamientos. Las flechas blancas indican las
células Tpex y la localizacion de TCF1. Imdgenes representativas de los tumores obtenidos (n= 2 o 3 por grupo de un experimento
independiente). Se cuantificaron 3 campos por tejido. Aumento 20x con zoom 3x. ANOVA 2 vias, prueba de Tukey a=0.05. Las lineas al
centro de las barras representan la media de los datos
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6.4 LAS CELULAS DE MELANOMA MURINO FORMAN ESTRUCTURAS
TRIDIMENSIONALES (ESFEROIDES) EN CULTIVOS IN VITRO

Los hallazgos obtenidos en el modelo de inmunizacién que llevo al desarrollo de
resistencia a inmunoterapia anti-PD1, sugieren la adquisicion de mecanismos de
resistencia in vivo por parte de las células tumorales. Y abren la interrogante sobre
la capacidad de estas células de mantener y recapitular el fenotipo de resistencia in
vitro, para poder estudiar los mecanismos celulares asociados a la resistencia a
inmunoterapia anti-PD-1.

Por lo que las células obtenidas de tumores resistentes a inmunoterapia fueron
cultivadas y expandidas con el fin de estudiar los mecanismos asociados a la
resistencia a inmunoterapia dependientes del contacto de células tumorales y
linfocitos T CD8 in vitro; Utilizando esferoides tumorales, los cuales han demostrado
ser una excelente estrategia experimental para poner de manifiesto mecanismos de
resistencia tumoral a otras terapias como lo es la terapia con antineoplasicos.

Para la generaciébn de estructuras tridimensionales se cultivaron las células
resistentes a inmunoterapia, asi como la linea celular parental MO4 y una linea
celular de cancer de mama humano (MCF7) en placas de ultra baja adherencia y
con medio de cultivo (DMEM o Mamocult) suplementado con 1% de matrigel durante
7 dias. La linea MCF7 fue utilizada como control positivo para la generacion de
esferoides tumorales, ya que se ha descrito que puede formar dichas estructuras
tridimensionales bajo las condiciones de cultivo mencionadas

En la Figura 6A se muestran las imagenes de microscopia confocal de campo claro
en donde se aprecia que tanto en las condiciones de cultivo reportadas para la
generacion de esferoides de MCF7 (Mamocult), como en las condiciones de cultivo
para las células MO4 (DMEM), pueden obtenerse estructuras esferoidales con la
linea celular de referencia (MCF7) y de manera interesante también con las lineas
celulares de melanoma murino en ambas condiciones de cultivo. De esta manera,
en experimentos subsecuentes se utilizé DMEM para la formacion de estructuras
tridimensionales de melanoma. La cuantificacion del radio de las estructuras reveld
gue los esferoides generados con la linea parental de melanoma murino que no fue
sometida a presion selectiva con inmunizacion ni al tratamiento anti-PD1 (MO4) o
con una de las dos lineas celulares provenientes de tumores resistentes a
inmunoterapia (R1) son mas grandes en comparacién con la linea de referencia
MCF7 (Figura 6B), lo cual indica que las condiciones de cultivo empleadas son
Optimas para la generacion de esferoides. La estructura tridimensional esferoidal
fue comprobada usando una linea de melanoma (MO4) que expresa
constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP). En la Figura 6C se observa
en el traslape de campo claro con la fluorescencia del canal verde, la formacion de
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estructuras de alrededor de 250 mm de radio, las cuales tienen una forma esferoidal
(Figura 6D).

Estos hallazgos indican que las células de melanoma murino pueden formar
estructuras tridimensionales (esferoides) in vitro.
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Figura 6: Desarrollo de esferoides tumorales como modelo in vitro para el estudio de

mecanismos de resistencia a inmunoterapia: Células MCF7, MO4 y R1 fueron puestas en cultivo en placas de ultra
baja adherencia con medio (DMEM o Mamocult) suplementado con 1% de matrigel, transcurridos 7 dias las estructuras tridimensionales
fueron evaluadas por microscopia confocal A) Imdgenes representativas de la morfologia de los esferoides formados por las lineas
celulares MICF7, MO4 y las células derivadas de un tumor resistente a inmunoterapia anti-PD1 en las distintas condiciones de cultivo. B)
Radio promedio en micrémetros de los esferoides formados en DMEM 1% C) Esferoide Formado con la linea parental de melanoma de
raton B16-GFP y D) Reconstruccion Tridimensional a partir de cortes en Z del esferoide mostrado en C. Imdgenes representativas de
resultados de un experimento independiente con n=3 repeticiones y cuantificacion de 4-5 campos por condicion. Aumento 10x y zoom5x
donde se indica.
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6.5 EL CONTACTO DE ESFEROIDES TUMORALES DE MELANOMA MURINO
CON LINFOCITOS OTI INDUCE LA EXPRESION DE PD-1.

Con el fin de demostrar que en el modelo in vitro generado era posible la interaccion
de linfocitos T con los esferoides tumorales, se pusieron en co-cultivo las estructuras
tridimensionales de melanoma murino que expresan el antigeno modelo OVA con
células totales de ganglio linfatico de ratones OTIl CD45.1, de los cuales se ha
reportado que cerca del 75% de linfocitos son linfocitos T CD8, que reconocen en
su TCR péptidos de OVA presentados en el contexto de MHC-I (Linfocitos OTI)
durante 7 dias y se realizaron inmunofluorescencias en los esferoides o en los
linfocitos OTI. En la Figura 7A se muestra la estrategia experimental.

En la Figura 7B se muestra la reconstruccion tridimensional en donde se observa
gue las células de ratones OTI (Rojo) que expresan CD8 (Verde), es decir, linfocitos
OTI, interactian con la superficie de los esferoides formados (Morado) y que
ademas pueden penetrar dichas estructuras. Se aprecia ademas que algunos
linfocitos OTI muestran expresion de PD-1 (Cyan). De igual manera, la tincién de
inmunofluorescencia realizada sobre los linfocitos OTI demuestra que estos pueden
expresar PD-1 cuando estan en contacto con las células tumorales que expresan
OVA (MO4, R1) y no cuando son co-cultivados con células que no expresan este
antigeno y que ademas son de otra especie (MCF7) Figura 7C. También se aprecia
gue los linfocitos OTI en contacto con esferoides de las células obtenidas de los
tumores resistentes a inmunoterapia muestran una tendencia a una mayor
intensidad de fluorescencia de PD-1 respecto a los cultivados con la linea parental
MO4 o con la linea control MCF7 (Figura 7D).

Sumado a lo anterior, en la Figura 7E se observa que el volumen de los esferoides
de R1 en contacto con linfocitos OTI es significativamente mayor al volumen de los
esferoides de MO4 (p<0.01). Asi mismo, cuando las células de la linea MO4 o R1
fueron puestas en cultivo con linfocitos OTI previo a la formacién de estructuras
tridimensionales, se observo que solamente la linea R1 fue capaz de generar los
esferoides (Figura 7F).

Estos resultados en conjunto indican el potencial del modelo in vitro para recapitular
el agotamiento de células CD8 observado in vivo evidenciado por la expresion de
PD-1, los resultados sugieren ademas que las células R1 poseen mecanismos de
evasion del control inmunitario, los cuales podrian estar potencialmente asociados
a la resistencia a inmunoterapia.
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Figura 7: Las células OTI en contacto con esferoides tumorales singénicos expresan PD-1:
Células totales de ganglios linfdticos de ratones OTI fueron obtenidas por maceracion y marcadas con un trazador fluorescente rojo y
puestas en co-cultivo con esferoides de las lineas celulares MCF7, MO4 y R1 durante 7 dias, transcurrido el tiempo se tifieron las estructuras
para inmunofluorescencia confocal con anti CD8 (verde), anti PD-1 (Cyan) y Hoechst para tefiir los ntcleos. A) Diagrama experimental B)
Reconstruccion tridimensional a partir de cortes en Z obtenidos por microscopia confocal de fluorescencia de esferoides cultivados con
células OTI, MO4 (Morado), OTI (Rojo), CD8 (Verde), PD-1 (Cyan). C) Micrografias representativas de la tincion de inmunofluorescencia
realizada sobre células OTI en contacto con esferoides tumorales Nucleos (Azul), OTI (Rojo), CD8 (Verde), PD-1 (Cyan). D) Intensidad media
de fluorescencia de PD-1 de los campos tomados en C. E) Volumen de esferoides co-cultivados con células OTI. F) Micrografias del co-
cultivo de células OTI (Rojo) y MO4 o R1. Imdgenes representativas de 1 experimento independiente con una n= 5 repeticiones por
condicién, se cuantificaron 3 campos por repeticion. Aumento 10x y zoom 4.6x donde se indica. ANOVA de 1 via seguida de una prueba
de Tukey con a=0.05

6.6 LA ACTIVACION DE LINFOCITOS OTI POR EL CONTACTO DE ESFEROIDES
TUMORALES ES DISTINTA A LA ACTIVACION CON PHA.

Una vez establecido el sistema de esferoides tumorales como modelo donde se
observa la interaccion entre linfocitos T con células tumorales, se determiné si con
este se podria lograr la activacion de células OTI considerando que en las células
totales de LN de ratones OTI también pueden encontrarse APCs que pueden activar
y diferenciar células T. Para esto las células totales de ganglio linfatico de ratones
OTI CD45.1 fueron puestas en cultivo con esferoides previamente formados de la
linea MO4 y el fenotipo de los linfocitos en contacto con los esferoides se comparé
con un estimulo control de activacion de linfocitos T como fitohemaglutinina (PHA).
La caracterizacion fenotipica de linfocitos T OTI se realiz6 mediante la expresion de
TCRVD5.1, CD45.1 y CD8, como se muestra en el Anexo 1, y la nomenclatura de
los experimentos se simplific6 denominando a las células de ganglio linfatico de
ratones OTIl como “OTI".

Se realiz6 una cinética de cultivo de 1, 7 y 10 dias. Se evaluo la expresion de CD69
como marcador de activacion de linfocitos T y la induccion de agotamiento se
determiné mediante la expresién de PD-1. En la Figura 8A se muestra el diagrama
experimental.

En los histogramas mostrados en la Figura 8B se puede observar que la activacion
con PHA se da desde el dia 1 de estimulacién y se mantiene hasta el dia 7, mientras
gue en las células en contacto con esferoides de MO4 no se observa un incremento
de CD69 en los tiempos evaluados. Lo anterior se observa en las graficas de barras
mostradas en la Figura 8D, donde se aprecia que la expresion de CD69 derivada
de la activacion con PHA, asi como el porcentaje de células CD8+ CD69+ tiene una
cinética descendente, mientras que en la condicién de estimulacion con MO4 no se
observan cambios en la expresion de CD69 ni en el porcentaje de células CD8
CD69+ en los puntos cinéticos evaluados.

En contraste, se observa en la Figura 8C que, en los histogramas, la expresion de
PD-1 es superior en las condiciones donde se estimulé a las células linfoides de
ratones OTI con la linea MO4. La expresion de PD-1 en linfocitos OTI, se observé
desde el dia 1 con un incremento al dia 7 y 10 de cultivo, teniendo como maximo de
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expresion el dia 10 (Figura 8E). El efecto diferencial en la activacién por las
estructuras tridimensionales y PHA también se observa con la cuantificacion de IMF
de ambos marcadores, asi como en el porcentaje de células CD69+ y células PD-
1+ (Figura 8 Dy E). Estos datos en conjunto sugieren que las células linfoides de
ratones OTI (entre ellas las células T CD8) en contacto con esferoides tumorales,
sufren un proceso distinto de activacion al inducido por PHA caracterizado por la
expresion de PD-1y no de CD69.
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Figura 8: Diferencias Fenotipicas en Linfocitos OTI activados con PHA o con esferoides de

MO4 in vitro. células totales de ganglios linfdticos de ratones OTI fueron obtenidas por y puestas en co-cultivo con PHA durante 1
y 7 dias o con esferoides de la linea celular MO4 durante 1,7 y 10 dia, las células fueron tefiidas para citometria de flujo. A) Diagrama
experimental B) Intensidad de fluorescencia de CD69 y C) Intensidad de fluorescencia de PD-1 en los distintos tratamientos al dia 1y 7, en
Azul OTl sin estimular, en rojo OTI activados con PHA y en negro OTI co-cultivados con esferoides tumorales de MO4. D) cuantificacién del
porcentaje de células CD8 CD69+ e IMF de CD69 E) %CD8 PD-1+ e IMF de PD-1 en los puntos cinéticos evaluados de los distintos
tratamientos, en Barras Blancas el control sin estimular (PBS), en barras grises linfocitos OTI estimulados con PHA y en barras negras

linfocitos OTI co-cultivados con esferoides tumorales de MO4. Resultados de un experimento independiente con n=3 ¢ 1 repeticiones por
cada punto cinético.
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6.7 EL CONTACTO DE CELULAS OTI CON ESFEROIDES TUMORALES DE
CELULAS RESISTENTES A INMUNOTERAPIA INDUCE LA ACUMULACION DE
PROGENITORES EXHAUSTOS

La reciente descripcion de 4 fenotipos de agotamiento en el contexto tumoral por
Beltra y colaboradores dejo la interrogante sobre el efecto de la inmunoterapia en
cada uno de estos fenotipos, particularmente en la resistencia a inmunoterapia anti-
PD1. De tal forma que para determinar la relacion entre los distintos fenotipos de
agotamiento de linfocitos T con la resistencia a inmunoterapia se evalué el fenotipo
de agotamiento que inducen los esferoides de las células resistentes a la
inmunoterapia comparado con el fenotipo que induce la linea parental MO4
mediante la expresion de TCF1 y CD69 en linfocitos OT1 agotados (PD1+),
utilizando el sistema de co-cultivo previamente descrito.

En la Figura 9A se observa, en los plots representativos, que el contacto de
linfocitos OTI con esferoides de MO4 induce principalmente el fenotipo TexTrans y
en tiempos tardios hay un ligero incremento de Tpex2. En contraste, el contacto de
linfocitos OTI con esferoides de células R1 induce principalmente Tpex2 desde el
dia 7 de estimulacién. Estos datos sugieren que el contacto con esferoides
tumorales de R1 favorece la presencia de precursores exhaustos tipo 2.

Los graficos mostrados en la Figura 9B muestran de manera esquematica el
resultado descrito en donde se observa que en el contacto con esferoides de MO4,
la cinética de generacién de los distintos fenotipos de células agotadas pasa por la
generacion de Texint y TexTerm al dia 1. Siendo el dia 7 donde hay mayor
porcentaje de TexInty al dia 10 se aprecia un porcentaje considerable de los demas
fenotipos como TexTerm, pero se acumulan preferencialmente TexInt. Contrario a
lo anterior, en el contexto del contacto con esferoides R1 es visible que desde el dia
1 hay un alto porcentaje de TexInt tal y como sucede con MO4, pero también hay
una proporcién de Texp2, los cuales disminuyen al dia 7 en donde la mayoria de
linfocitos OTI tienen fenotipo TexInt, los cuales interesantemente no se observan al
dia 10, siendo abundantes de nuevo los linfocitos OTI con fenotipo Texp2 (Figura
9B) Sugiriendo entre el dia 7 y 10 en el contexto del cultivo con esferoides R1 el
contacto con estas células tumorales, comprometio la diferenciacion de los linfocitos
OTI agotados.

Sumado a esto, la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia de Ki67 en
los puntos cinéticos evaluados, indica que los linfocitos OTI en contacto con R1
tienen comprometida la expresion de dicho marcador y, por lo tanto, la proliferacién
(Figura 9C). De manera interesante, en los linfocitos OTI estimulados con
esferoides de células tumorales MO4 hay una mayor expresion de Ki67 al dia 7.
Esta expresion fue la maxima observada en la cinética, indicando que la
estimulacién por la linea MO4 es suficiente para inducir la proliferacion de OTI.
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La reduccion dimensional generada a través de graficos de t-SNE (Figura9 Dy E)
mostro que los linfocitos OTI en contacto con esferoides de MO4 poseen diferencias
fenotipicas en comparacién con los linfocitos OTI en contacto con R1, entre ellas la
acumulacién de una poblacién de células precursoras Tpex2 (ER1.1y ER1.2). Estas
poblaciones precursoras Tpex2 abundantes en los linfocitos OTI en contacto con
esferoides de R1, se caracterizaron por expresar en menor cantidad IFN-y en
comparaciéon con los linfocitos OTI Tpex2 en contacto con esferoides de
MOA4(Figura 9F). Indicando que, a pesar de compartir marcadores fenotipicos, las
células Tpex2 generadas en el contexto del contacto con R1 tienen comprometida
su funcién.

Estos resultados sugieren que hay diferencias en la cinética de activacion y
diferenciacion entre los linfocitos en contacto con esferoides de MO4 y los linfocitos
en contacto con esferoides de R1, lo cual sumado a la baja expresion de Ki67 y la
generacion predominante de células Tpex2 con menor expresion de IFN-y en
contacto con R1, advierte que el posible mecanismo de resistencia a inmunoterapia
pudiera estar asociado con un compromiso en la diferenciacion, proliferacion y
funcién de los linfocitos T CD8 agotados.
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Figura 9: Diferencias Fenotipicas en Linfocitos OTI co-cultivados con esferoides de MO4 y

células resistentes a inmunoter apia. Células totales de ganglios linfdticos de ratones OTI fueron obtenidas por
maceracion y puestas en co-cultivo con esferoides de las lineas celulares MO4 y R1 durante 1,7 y 10 dias, las células fueron tefiidas para
citometria de flujo A) Plots representativos en cada punto cinético para las poblaciones de agotamiento caracterizadas a partir de la
expresion de CD69 y TCF1. TCF1*CD69* (Tpex1), TCF1*CD69 (Tpex2), TCF1'CD69 (Texint), TCF1-CD69*(Texterm). B) Grdficos de dona para
la distribucion de las poblaciones de agotamiento al dia 1y 7. En Rojo TexP1, en Naranja TexP2, en Verde Texint, en Azul TexTerm. C)
Cuantificacion de IMF para la expresion de Ki67 en células OTI de los distintos tratamientos. En azul (control sin estimular), rojo (Control
activado con PHA), Negro (esferoides MO4), Gris (esferoides R1). D) Agrupacion estocdstica (tSNE) de las células OTI en cada tratamiento
al dia 10. En morado se observa la topologia asociada al contacto con R1 y en azul la asociada a MO4. E) Localizacién de las poblaciones
TexP2 (Naranja) y Texint (Verde) en el tSNE generado. ER1.1 y ER1.2 corresponden a clusteres exclusivos del contacto con R1. F)
Histogramas para la expresion de IFNy en células Tpex2 en contacto con MO4 (Negro) o R1(rojo) al dia 10. Resultados de un experimento
independiente, n= 3 o 1 repeticiones por cada punto cinético. Los t-SNE fueron generados en funcion de la expresion de Ki67, TCF1, TIMS3,
PD-1, CD28, CD69, IFNyy granzima B en celulas OTI no naive (CD8+, CD44+, TCRVb5+ y CD45.1+).
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6.9 EL CONTACTO DE CELULAS OTI DEFICIENTES DE PD-1 CON ESFEROIDES
TUMORALES DE LINEAS RESISTENTES A INMUNOTERAPIA ACENTUA LA
ACUMULACION DE PRECURSORES DE TEX.

Tomando en cuenta las diferencias encontradas en la induccion de diferentes
fenotipos de linfocitos T agotados que estuvieron en contacto con los esferoides de
células tumorales resistentes a inmunoterapia con anti-PD-1 y la linea MO4
parental, evaluamos si estas diferencias se asociaban a la presencia de PD-1. Por
lo que se utilizaron células totales de ganglio linfatico de ratones OTI CD45.1
carentes de la expresion de PD-1 (pdcd1”) y se pusieron en contacto con esferoides
de MO4 o de R1 (Figura 10A).

En los plots representativos mostrados en la Figura 10B se observa que los
linfocitos OTI WT, co-cultivados con esferoides de R1, se diferencian
preferencialmente al fenotipo Tpex2, mientras que los linfocitos OTI WT co-
cultivados con esferoides de MO4 se diferencian principalmente a células TexInt
coincidiendo con lo observado en la Figura 9A.

De manera interesante, la ausencia de PD-1 en los linfocitos OTI (KOPD1) que
estuvieron en contacto con los esferoides de R1 indujo una acumulacién acentuada
de precursores, tanto Tpex1l como Tpex2, mientras que el en co-cultivo de linfocitos
OTI KOPD-1 con esferoides de MO4 indujo un fenotipo similar al observado en el
co-cultivo con su contraparte WT (Figura 10B). Lo que sugiere que la acumulacion
de precursores se asocia a los mecanismos de resistencia presentes en las lineas
celulares tumorales y la ausencia de PD1 acentia dichos mecanismos de
compromiso en la diferenciacion de células T CD8 agotadas

Lo anterior coincide con la cuantificacion mostrada en la Figura 10C, en donde se
aprecia que el numero de células agotadas precursoras (Texpl y Texp2) en la
condicibn de cultivo de esferoides R1 con linfocitos OTI KOPD1 es
significativamente mayor inclusive respecto a la condicidén de cultivo de esferoides
de R1 con su contraparte WT (p<0.05). Sumado a esto, se observa que la ausencia
de PD-1 en células cultivadas con esferoides de R1 repercute de manera
significativa (p<0.05) en la disminucién de células Texint. Esto sugiere que la
presencia de PD-1 en células agotadas cumple con un papel relevante en la
diferenciacion de los fenotipos de agotamiento de linfocitos T CDS8.

Por ultimo, en la Figura 10D se puede observar que la abundancia de los linfocitos
OTI es menor cuando estas células son co-cultivadas con esferoides tumorales de
lineas resistentes y los nimeros no se recuperan con la ausencia de PD-1, en
contraste con lo observado en los linfocitos OTI co-cultivados con esferoides de
MO4 donde se aprecia que la ausencia de PD-1 incrementa la abundancia de dichas
células
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En conjunto estos resultados sugieren que el mecanismo de resistencia a
inmunoterapia anti-PD1 adquirido por las células tumorales sujetas a presion
inmune selectiva, involucra un bloqueo en la proliferacién y diferenciacion de las
células T que probablemente sea independiente de la funcion inhibitoria de PD-1
dado que la ausencia de este receptor de inhibicion no pudo revertir el fenotipo
observado en los linfocitos OTI en contacto con esferoides de células resistentes a
inmunoterapia.

A) ..
Células Totales O’.
LN Ratones OTIu OT| <o7oe @ 5 ¢ 1

[ ]
- 1 , .
LineasCelularea*_ -—TDIip '.“ 10 Dias .'
Tumorales * DMEM ".‘ DMEM ’.‘
" Matrigel *" Matrigel t. °
1% 1%
B) wWT kopp1 ©) WlexPt wTexp2
| | ) =7 <
304 50 r
8 ©
MO4 :-, 204 ns E’ 404 2‘
104 . = 204 ‘
o o
MO4 R1 MO4 R1
%Texint = OTIWT %TexTerm
150 OTIKO PD1 5
R1 n .
o 1004 T L -
L 8 - :
'L_) # 50 e
o
MO4 R1
D) Células OTI
40000 —_— W
+
w =3 KOPD1
£ 30000
%
[--]
8 20000-
1]
<]
§ 100004
@
*
0_
MO4 R1

Figura 10: El contacto de Células OTI PD-17- con esferoides tumorales de lineas resistentes

a inmunoterapia induce un incremento de células precursoras exhaustas a) céluias totales de
ganglio linfdtico fueron obtenidas de ratones C57BL6 OTI CD45.1 PD-1** 0 PD-17"y fueron co-cultivadas con esferoides tumorales de MO4
o esferoides generados de los cultivos primarios de tumores resistentes a inmunoterapia anti PD-1 (R1) durante 10 dias. Posteriormente,
las células fueron tefiidas para su caracterizacion mediante citometria de flujo. B) Plots representativos para las poblaciones de
agotamiento TCF1*CD69* (Tpex1), TCF1*CD69 (T pexz), TCF1-CD69 (Texine), TCF1CDE9*(Texterm), €n células OTI. C) Grdficos de barras para la
cuantificacion del % de células OTI que presentan los distintos fenotipos de agotamiento. D) Cuantificacion de células CD8*Vb5.1*(OTl) en
las distintas condiciones experimentales. En barras negras se muestran células OTI PD-1** y en barras grises células OTI PD-17- en las
distintas condiciones experimentales. Resultados de un experimento independiente n=3 repeticiones por condicion. ANOVA de 2 vias
seguida de una prueba de Tukey con a=0.05, * P<0.05 y ** P<0.001.
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7. DISCUSION

La inmunoterapia dirigida al bloqueo de receptores de inhibicién (ICB) ha logrado
incrementar de manera sustancial la sobrevida a 6 afios de pacientes con melanoma
avanzado y recientemente ha sido aprobada para su uso en otras neoplasias en
estadio avanzado®?. Sin embargo, todavia no se utiliza en todos los pacientes y en
particular en nuestra poblacion debido a 2 razones fundamentales: la primera es el
costo elevado de la terapia, que suele ser una combinacion de anticuerpos anti-
CTLA4 y anti-PD1, con un costo estimado en México muy superior a las terapias
convencionales, la segunda es la alta proporcién de pacientes que no responden al
tratamiento o que desarrollan resistencia (méas del 39%).

De tal forma que no es de sorprender que en todo el mundo se estén canalizando
esfuerzos encaminados a describir y revertir los mecanismos asociados a la
resistencia a inmunoterapia en cancer. Sin embargo, estos esfuerzos requieren de
investigacion en prototipos animales, los cuales hasta el momento carecen de un
sistema que permita modelar la resistencia a inmunoterapia, como lo pueden ser
lineas celulares tumorales sensibles o resistentes a ICB.

Los hallazgos de este trabajo muestran que la inmunizaciéon de un adyuvante en
conjunto con el antigeno OVA en ratones C57/BL6 con tumores formados de
melanoma murino MO4, que expresa OVA, induce una presion selectiva sobre las
células tumorales que repercute en la adquisicion de mecanismos de resistencia a
inmunoterapia anti-PD1. Los cuales se sustentan en una disminucion en el infiltrado
de linfocitos T CD8 agotados, terminales y precursores. Asi mismo, las células
tumorales de ratones resistentes a inmunoterapia pudieron establecerse como
cultivos primarios en un modelo de esferoides tumorales in vitro los cuales pudieron
recapitular las diferencias fenotipicas en la activacion y agotamiento de linfocitos
CD8 (OTI), caracterizadas principalmente por la acumulacion de precursores Tpex2
con un compromiso en la proliferacion, determinado por la expresion de Ki67 y en
la funcién con una baja expresion de IFN-y. Este fenotipo no pudo revertirse con el
uso de linfocitos OTI carentes del receptor de inhibicion PD-1, demostrando que el
compromiso funcional de los linfocitos OTI en contacto con células tumorales
resistentes a inmunoterapia funge como mecanismo de evasion inmune y es
independiente de la inhibicion inducida por la via PD-1/PDL-1. Sin embargo, este
mecanismo adquirido por presion selectiva a través de la inmunizacion, retiene
alguna interaccion con la via de PD-1, ya que la ausencia de este receptor (PD-1)
en los linfocitos OTI influyo de manera importante en la acumulaciéon de linfocitos
OTI con fenotipo precursor.
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Este trabajo recapitula por primera vez en un modelo in vitro la induccion de las
distintas poblaciones de linfocitos T agotados recientemente reportadas por Beltra
y colaboradores®, identificando también por primera ocasion el posible papel de
cada una en la resistencia a inmunoterapia y evidenciando un posible mecanismo
de resistencia asociado a un compromiso en la diferenciacion de poblaciones
precursoras con funcién y proliferacion limitada que genera la ausencia de
poblaciones intermedias y terminales funcionales.

Los resultados de este trabajo son relevantes, ya que con la presion selectiva
ejercida con la inmunizacién de péptidos del modelo antigénico de OVA en conjunto
con adyuvantes como son las porinas de Salmonella typhy, se ha podido generar
una heterogeneidad tumoral derivada de dicha seleccion en una linea singénica de
melanoma murino MO4. Esto es importante, ya que si bien las lineas celulares
comparten el mismo genoma, es bien sabido que la alta taza de replicacion de las
células tumorales, en conjunto con la inestabilidad gendmica y la falta de elementos
que corrijan errores en la transcripcion de DNA“344 hacen a las células mas
susceptibles a desarrollar mutaciones significativas que en el caso de la presion
iInmune ejercida en un contexto de inmunizacion puede desencadenar el desarrollo
de mecanismos de evasion inmunitaria®*® que a su vez pudieran manifestarse y
establecerse cuando se bloquean mecanismos de inhibicién inmune como PD-1. Lo
anterior evidenciado por el desarrollo de tumores resistentes a inmunoterapia anti-
PD1 en una misma condicién de inmunizacién (Figura 3B). Los resultados
obtenidos en este contexto son relevantes, ya que se considera que los mecanismos
de evasion se dan en etapas tempranas del desarrollo de las neoplasias®, sin
embargo, los resultados obtenidos en este trabajo brindan evidencia que sugiere
gue la inmunoedicién en el cancer es un proceso continuo que se mantiene aun
cuando las células tumorales escapan del control inmunitario.

Interesantemente, se encontro que la respuesta a inmunoterapia anti-PD-1 en dicho
modelo de inmunizacién se asocio directamente con una disminucion en el infiltrado
de células CD8 en los tumores (Figura 3C y 3D). En trabajos previos de nuestra
unidad de investigacion°, asi como en los resultados obtenidos del infiltrado de los
tumores de ratones que fueron inmunizados con OVA 'y Porinas, se observé que se
induce el reclutamiento de células CD8+ agotadas con fenotipo exhausto terminal y
precursor. De tal forma que el decremento de células CD8+ en tumores resistentes
sugiere que la resistencia puede estar asociada a un menor infiltrado de linfocitos T
CD8+ posiblemente derivado de la falta de sefiales de sobrevida o a la presencia
de sefiales de muerte como se ha reportado en otros trabajos®.
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De igual forma, cabe la posibilidad que las células CD8 de tumores resistentes a
inmunoterapia se encuentren en estadios terminales de agotamiento o senescencia
y, por lo tanto, sean mas susceptibles a la apoptosis?®46. Sin embargo, es posible
que la poca abundancia de linfocitos T CD8+ en tumores resistentes a
inmunoterapia esta asociada a un compromiso en la diferenciacién a poblaciones
funcionales de agotamiento, como se discute mas adelante.

A la fecha, es poco conocido como se modulan las poblaciones inmunitarias
infiltrantes de tumor después de la inmunoterapia y cual es la relacion del fenotipo
de estas poblaciones con la respuesta a ICB. Evidencia reciente sefiala que la
poblacién de linfocitos T CD8 infiltrantes de tumor con fenotipo agotado es la que
responde preferencialmente a anti-PD1, particularmente una subpoblacién conocida
como progenitora exhausta Tpex, la cual da lugar a células efectoras agotadas Tex
con funcionalidad atenuada pero no disfuncionales34.

Diversos autores han reportado que la respuesta positiva a inmunoterapia depende
de la abundancia de Tpex, mientras que la resistencia se relacionaria directamente
con el infiltrado de células exhaustas terminales TIM3+%34  Esto podria ser
explicado por un efecto re vigorizante de la terapia con anti-PD-1 sobre las células
precursoras exhaustas, las cuales tendrian rondas de divisibn asimétrica para
generar mas Tpex y diferenciarse a Tex. De tal manera que las diferencias
observadas en la respuesta a ICB podrian asociarse a la abundancia de estas Tpex
antes de la inmunoterapia, asociado al mismo tiempo a las sefales del
microambiente tumoral que puedan favorecer el mantenimiento de este fenotipo
precursor. De igual manera, cada vez es mas claro que la descripcién de los
fenotipos y funcion de las células exhaustas no puede limitarse a la expresion de
PD-1y TIM3y que la expresion de estos marcadores sea un indicador determinante
para asumir que es un fenotipo terminal no funcional de los linfocitos T infiltrantes
de tumor.®

En contraste con lo anterior, los resultados de este trabajo mostraron que los
tumores sensibles a inmunoterapia anti-PD1 (Figura 4C), se enriquecen en células
CD8 TIM3+ PD1+ (Tex) mientras que en los tumores resistentes disminuye esta
poblacién (Figura4Dy 4A). Los resultados también demostraron que la abundancia
de células TCF1+ PD-1+ (Tpex) incrementa en tumores sensibles a inmunoterapia
y esta poblacion es poco abundante en los tumores resistentes (Figura 5C y 5D)
correlacionado con el incremento de Tex de la Figura 4 en los tumores sensibles.
Indicando que la presencia de ambas poblaciones es importante para la respuesta
a la inmunoterapia, lo cual ha sido reportado en otros trabajos en donde los Tpex
tienen una funcion limitada, pero son capaces de diferenciarse a poblaciones con
fenotipo de agotamiento terminal Tex funcionales las cuales son importantes en el
control del crecimiento tumoral®4.
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Interesantemente, se observo que la localizacion de TCF1 en los linfocitos T CD8
de tumores sensibles a anti-PD1, no co-localiza del todo con la marca nuclear,
sugiriendo que se encuentra fuera de ese organelo celular (Figura 5A y 5B). Lo
anterior es relevante, ya que hay reportes que indican que TCF1 puede tener al
menos 2 isoformas, las cuales cumplen con funciones distintas. Se ha descrito que
la forma corta de TCF1 en el ndcleo cumple con funcidn represora de la
diferenciacion y proliferacion de las células y que esta isoforma carente del dominio
de B-catenina se exporta a citoplasma en funcion de la activacion de la via de
calmodulina®’. Mientras que la isoforma larga de TCF1 se importa al nudcleo y
cumple con funciones asociadas al caracter troncal de las células.

Por lo que la presencia de este factor de transcripcidn en el citoplasma de las células
agotadas infiltrantes de tumores sensibles a inmunoterapia podria sugerir que se
trata de la isoforma corta de este factor y sugiere también que es la actividad de los
genes que reprime dicha isoforma la que se relaciona con la respuesta a la
inmunoterapia*’. O bien que la resistencia a inmunoterapia podria estar relacionada
con un bloqueo en la diferenciacion de los linfocitos agotados a través de la isoforma
corta de TCF1. Esto también podria explicar la ausencia de células CD8 en tumores
resistentes, ya que al bloquearse la diferenciacion y proliferacion de las células
agotadas precursoras (Tpex) esto se veria reflejado en una disminucién de células
CD8 agotadas (Tex o TexTerm) con potencial efector®. De tal forma que futuros
trabajos podrian orientarse al estudio de la dinAmica de ambas isoformas de TCF1
y su papel en la respuesta a inmunoterapia.

Es de resaltar que en los tumores de ratones que solo fueron inmunizados hay un
incremento de células CD8 Tpex en comparacion con el grupo control, sugiriendo
gue la inmunizacién previa a la inmunoterapia anti-PD1 pudiera ser una herramienta
util para enriquecer los tumores de células responsivas a ICB como se ha sugerido
en otros estudios de nuestro grupo de investigacion.*°

Como un complemento del modelo in vivo se generaron estructuras tridimensionales
tumorales (esferoides) las cuales se ha descrito como un componente clave en el
estudio a fondo de los diversos mecanismos de resistencia que desarrollan las
células tumorales a las terapias convencionales*®. Este modelo, ademas de
recapitular los mecanismos de resistencia observados en el modelo in vivo, es
relevante para su posterior uso en el desarrollo preclinico de estrategias que
reviertan la resistencia a inmunoterapia. Es importante mencionar que este es el
primer modelo de esferoides a partir de células de melanoma murino.

Los resultados de este trabajo mostraron que las células de melanoma murino
pueden formar esferoides con un radio promedio de 450um muy superior a lo
reportado y observado en los ensayos de este trabajo con esferoides generados a
partir de la linea MCF7 (100um) de cancer de mama (Figura 6B) la cual es una de
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las mas utilizadas para la generacion de esferoides debido a la importancia de dicha
neoplasia a nivel mundial*®-52,

Lo anterior también toma relevancia si se considera que la generacién de estos
esferoides no solo fue posible con el empleo de un medio de cultivo suplementado
con el fin de inducir caracteristicas troncales en las células tumorales y con ello
aumentar la eficiencia de generacion de esferoides (Mamocult) sino que también
fue posible empleando un medio de uso convencional como DMEM.(Figura 6A) Se
observo en las imagenes de microscopia y en la reconstruccion tridimensional que
las estructuras obtenidas tienen una forma esferoidal (Figura 6B y 6C) que ademas
puede estar en contacto con linfocitos T especificos para un antigeno modelo
expresado en las células de melanoma (MO4). Los linfocitos T pueden penetrar
dichos esferoides e inclusive expresar marcadores de agotamiento como PD-
1(Figura 7B, 7C y 7D). Interesantemente, los resultados también mostraron que la
expresion de PD-1 fue antigeno especifica ya que solamente el co-cultivo de
linfocitos OTI con células MO4 induce la expresion de dicha molécula contrario al
contacto de linfocitos OTI con células MCF7 las cuales no expresan OVA y ademas
son células humanas. Lo cual descarta una induccion de agotamiento asociada al
microambiente tumoral generado por los esferoides. De tal modo, el modelo
generado en este trabajo es adecuado para el estudio de los mecanismos de
resistencia a inmunoterapia y posiblemente para la busqueda de estrategias que
reviertan dicha resistencia.

En este trabajo también se documentd que los esferoides generados a partir de
lineas celulares de melanoma murino y células derivadas de tumores resistentes a
inmunoterapia pueden inducir la activacion y agotamiento de los linfocitos T CD8.
En el caso particular del modelo utilizado se evaluaron linfocitos OTI con el fin de
gue reconocieran de manera eficiente el antigeno expresado por la linea celular
MO4 (OVA) y las células resistentes derivadas de MO4. Se comprobd que el co-
cultivo de esferoides con linfocitos OTI puede inducir la expresion de PD-1 la cual
incrementa con el tiempo de cultivo. La expresion de PD-1 en células en contacto
con esferoides tumorales es distinta respecto a las células estimuladas con una
molécula utilizada normalmente para la activacién de linfocitos T como PHA, en
donde se puede observar que la expresion de PD-1 es baja y transitoria en
comparacion con la expresion sostenida observada en el caso del contacto tumoral
(Figura 8), lo anterior indica que el agotamiento de los linfocitos T es dependiente
del tipo de estimulo y probablemente de la avidez de la sefial de activacion mas que
del tiempo de estimulacién como han propuesto otros autores.?°

Lo anterior también fue evidenciado por las diferencias en la cinética de expresion
de CD69, considerado un marcador clasico de activacion de linfocitos T, el cual tuvo
una expresion transitoria en las células activadas con PHA desde el dia 1 mientras
gue las estimuladas con los esferoides de MO4 no mostraron una expresion
evidente de este marcador. (Figura 8C y 8D).
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También se observé que solamente los linfocitos OTI en contacto con esferoides de
MO4 pudieron mantenerse vivos en cultivo por mas de 7 dias, ya que en las otras
condiciones a partir del dia 7 se observé muy comprometida la viabilidad y es por
ello por lo que en el dia 10 de la cinética de activacion no se muestran resultados
para el control sin estimular, ni para la activacion con PHA. Lo cual sugiere que el
contacto con las células tumorales también pueda brindar sefiales de sobrevida a
los linfocitos OTI, pero no de diferenciaciéon y proliferacién, como lo sugieren tanto
los resultados in vitro como los experimentos in vivo.

Por otra parte, el contacto de linfocitos OTI con esferoides de células R1 mostrd
diferencias en los fenotipos inducidos hasta el dia 10 de la cinética, siendo las
células con fenotipo Tpex2 y TexInt, las mas abundantes cuando los linfocitos OTI
estuvieron en contacto con esferoides de células R1. Mientras que el contacto con
la linea parental mantuvo el estadio TexInt e indujo un bajo porcentaje de células
Textermy Texp2. (Figura 9A y 9B). Lo anterior adquiere relevancia si se considera
gue es la primera vez que se recapitulan las 4 poblaciones de agotamiento descritas
por Beltra y colaboradores, en un modelo in vitro, las cuales se generaron mediante
el co-cultivo de esferoides tumorales con linfocitos OTI, abriendo la posibilidad de
explorar si existen diferencias en la generacién de estas poblaciones en tumores
tratados con inmunoterapia.

Adicionalmente, se encontré una capacidad proliferativa comprometida en los
linfocitos OTI que estuvieron en contacto con los esferoides de lineas resistentes a
inmunoterapia, ya que se observo en el ensayo cinético que la expresion de Ki67
en dichas células fue baja en los puntos cinéticos evaluados, estando en niveles
comparables con el control sin estimular siendo a su vez un reflejo de la nula
proliferacion de las células (Figura 9C). Lo previamente mencionado contrasta con
el incremento en la expresion de dicho marcador en las células en contacto con la
linea parental MO4 al dia 7, lo cual sugiere que hay un mecanismo intrinseco a las
células tumorales resistentes que no permite que los linfocitos OTI se diferencien'y
proliferen de manera correcta. Dichos resultados suman evidencia a lo demostrado
en las Figuras 4 y 5 en donde se observé que los tumores resistentes a
inmunoterapia se caracterizan por un bajo infiltrado de células T agotadas.

Cabe sefialar que las células agotadas con fenotipo precursor Tpex2 se han descrito
como las que menos caracter efector retienen de entre los fenotipos de agotamiento
y es el que mas se acumulé en el contacto con las lineas resistentes e
interesantemente se encontrd que los linfocitos OTI en contacto con esferoides de
R1 inducen una poblaciéon Tpex2 distinta a las Tpex2 encontradas en el contacto
con MO4, las cuales expresan menor IFNyy, por lo tanto, son menos funcionales
gue su homdlogo en contacto con MO4.(Figura 9D,9E y 9F).
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De tal forma que estos datos también sugieren que el mecanismo de evasion del
sistema inmune que conlleva la resistencia a inmunoterapia pudiera estar sostenido
por una diferenciacion preferencial hacia fenotipos de agotamiento con poca
capacidad efectora como Tpex2. 3° Dichos datos son comparables con el fenémeno
observado in vivo en donde las células infiltrantes CD8 de tumores resistentes se
caracterizaron por expresar marcadores de Tpex y casi no se observaron células
Tex terminales. Lo que sugiere que la acumulacion de precursores en los linfocitos
OTI cultivados con lineas resistentes pueda estar directamente relacionado con un
bloqueo en la proliferacion y diferenciacion de los fenotipos de linfocitos T agotados
y no en la induccién de la diferenciacion terminal de estas células®3435,

De esta manera este trabajo no solo aporta el desarrollo de un modelo experimental
para la generacion de tumores resistentes a inmunoterapia anti-PD1 con el uso de
adyuvantes como presién inmune, sino también adapta un modelo normalmente
utilizado para evaluar caracteristicas troncales en las células tumorales con el fin de
usarlo para evidenciar los mecanismos moleculares asociados a la resistencia a
inmunoterapia.®?

Consecuente con lo observado en la disrupcion de la diferenciacion y proliferacion
de linfocitos OTI en contacto con esferoides de lineas resistentes a inmunoterapia,
en este trabajo se abord6 si dicho efecto podria mantenerse aun con la ausencia de
PD-1. Lo anterior pudo realizarse con el uso de células OTI PD1” (PD-1KO) y
células OTI PD1**,

Los resultados obtenidos demostraron que la acumulacién de células precursoras
se mantiene con la ausencia de la expresion de PD-1, ya que tanto en las células
OTI PD-1KO como en las PD-1WT hubo una acumulacién marcada de precursores
cuando dichas células estuvieron en contacto con células resistentes a
inmunoterapia, lo cual no sucedié con los linfocitos OTI, cultivados con la linea
parental (Figura 10B). Interesantemente, los resultados sugieren que la ausencia
de PD-1 en estas células impacta en la acumulaciéon de los precursores Tpex1, asi
como lo Tpex2, indicando que la sefializacion de dicha molécula pudiera interferir
de manera positiva en la diferenciacion de las células agotadas. (Figura 10C).

Es de resaltar también los cambios observados en el contacto con la linea parental
MO4 vy los linfocitos OTI PD-1 KO, donde se pudo apreciar que la ausencia de PD-
1 induce un incremento significativo en la diferenciacion hacia Texterm, lo cual
coincide con lo observado en la Figura 5 donde se observa que el bloqueo de PD-
1 induce un incremento de linfocitos T con fenotipo terminal, sumando evidencia
gue lleva a pensar que la respuesta a inmunoterapia depende de la diferenciacion
a fenotipos terminales de agotamiento. Sin embargo, es pertinente corroborar si los
linfocitos TexTerm diferenciados en el contexto del bloqueo o ausencia de PD-1
tienen la misma funcionalidad que los diferenciados sin el bloqueo de dicha
molécula.
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La evidencia de este trabajo también demostrd que las diferencias en la abundancia
de los fenotipos de agotamiento, afectan de manera importante en la abundancia
de linfocitos OTI después de 10 dias de co-cultivo con esferoides tumorales (Figura
10D), fue evidente que el contacto con células parentales mantiene elevados los
nameros de linfocitos OTI WT PD-1 y dichos nimeros incrementan en ausencia de
la sefializacion de PD-1, como un probable efecto sobre la proliferacion, analogo a
lo que sucede con las células T cuando es bloqueado PD-1 in vivo.?®%3 En los
resultados obtenidos en el contacto con células resistentes a inmunoterapia es
también evidente que dicho mecanismo de resistencia afecta a la sobrevida de los
linfocitos T dado que los numeros de estas células no son recuperados con la
ausencia de PD-1, sefialando que el mecanismo asociado a la resistencia a
inmunoterapia anti PD-1 conlleva un bloqueo robusto en la diferenciacion vy
proliferacion de los linfocitos T.

En general los resultados obtenidos en este trabajo brindan evidencia que sugiere
gue el mecanismo responsable del fallo de las estrategias inmunoterapéuticas
puede depender de un bloqueo en las sefales que llevan a los linfocitos T agotados
a proliferar y a diferenciarse a poblaciones funcionales. Lo anterior probablemente
asociado a la sefializacion de otras moléculas inhibitorias que se ha descrito
también pueden ser expresadas por los linfocitos T agotados como TIGIT o
LAG3°4°, de hecho la combinacién del blogqueo de PD-1 junto con dichas moléculas
ha demostrado incrementar la eficiencia de la inmunoterapia.

Por otro lado, los resultados también llevan a pensar que el mecanismo de
resistencia a inmunoterapia desarrollado por las células tumorales pueda estar
asociado a la expresion de factores solubles que afecten diferenciacién vy
proliferacion de linfocitos, como lo pueden ser ligandos de la via de WNT/Bcatenina
los cuales pueden activar programas transcripcionales que llevan al bloqueo de la
diferenciacion de las células T.%6 Sumado a esto, trabajos recientes también han
sugerido que la ausencia de linfocitos T agotados con caracter efector, correlaciona
con la resistencia a inmunoterapia en cancer de pulmoén®’, lo cual de manera
paralela sustenta los resultados mostrados en este trabajo.

El estudio de los mecanismos de resistencia a inmunoterapia ha tenido un gran
impacto en el estudio de la biologia de los linfocitos T y en particular de los linfocitos
T agotados, de los cuales se ha ido revirtiendo la nocion de disfuncionalidad y
sosteniendo de manera mas robusta, que el agotamiento de estos linfocitos no es
mas que un estado de diferenciacion alterno acotado a la naturaleza del reto
antigénico y no tanto a la cronicidad del estimulo. Asi mismo, resalta el papel de la
interaccion de las células inmunitarias con las células tumorales que tiene como
consecuencia el desarrollo de nuevos mecanismos de evasion inmunitaria que
pueden afectar la respuesta a farmacos inmunoterapeuticos, los cuales también
podrian ejercer presion selectiva sobre las células tumorales y hacerlas cada vez
mas aptas para evadir la respuesta inmune. De tal forma que las estrategias para
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mejorar la respuesta a la inmunoterapia también deberian considerar inhibir la
actividad de las células tumorales y asi evitar la inmunoedicion.

Por dltimo, también resalta la adaptabilidad del modelo de generacion de esferoides
en este trabajo, en donde pudo ser posible demostrar diferencias intrinsecas en el
contacto de las células tumorales con las células T que pueden determinar la
resistencia a inmunoterapia, las cuales también pudieron ser recapituladas en el
modelo in vivo.

Lo anterior expone la obtencion de un modelo integral de estudio de mecanismos
de resistencia a inmunoterapia adquiridos en el contexto de la complejidad tumoral
de un modelo in vivo y develados por la simplicidad y versatilidad de un modelo in
vitro; por lo que resta desarrollar el maximo potencial del modelo obtenido con el fin
de caracterizar a fondo la resistencia a inmunoterapia y asi desarrollar estrategias
para revertir este fenébmeno.
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8.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1 CONCLUSIONES

Las evidencias presentadas en este trabajo aportan elementos para concluir lo
siguiente:

- La presién inmunitaria generada por la inmunizacién con adyuvantes induce
la adquisicion de mecanismos de evasidn inmune que impactan en la
resistencia a inmunoterapia anti-PD-1 y las células tumorales recuperadas
de ese contexto de evasion pueden derivarse para obtener lineas celulares
resistentes a inmunoterapia.

- El fenotipo de las células CD8 asociadas a la respuesta a inmunoterapia es
una mezcla entre precursores agotados (Tpex) y células agotadas terminales
(Tex), mientras que los tumores resistentes a inmunoterapia carecen de
células con fenotipo terminal y tienen predominantemente células
precursoras, pero en mucho menor medida que los tumores sensibles.

- ElI mecanismo por el cual hay menos células CD8 en tumores o esferoides
resistentes a inmunoterapia se asocia con un bloqueo en la diferenciacién de
las células agotadas precursoras hacia células terminales efectoras, lo cual
se asocia con una expresion comprometida de Ki67 e IFNy. Lo cual impacta
en la funcion y proliferacion de los linfocitos T agotados.

- El posible mecanismo de resistencia a inmunoterapia que compromete la
proliferacion y funcién de los linfocitos T agotados no puede revertirse
eliminando la via de PD-1/PD-L1, sugiriendo que este es independiente a
dicha via de inhibicion de linfocitos T.

- Lo anterior fue determinado en su mayoria mediante la recreacion in vitro del
contacto entre células tumorales e inmunes con el uso de estructuras
tumorales tridimensionales, lo cual también tuvo un sustento en los datos
obtenidos en el modelo in vivo.

8.2 PERSPECTIVAS

Los resultados presentados en este trabajo dejan también una amplia gamma de
preguntas que pueden ser abordadas en trabajos posteriores. Tal es el caso del
mecanismo que genera compromiso de la diferenciacion y proliferacion de los
linfocitos agotados en contacto con células resistentes a inmunoterapia. Estudios
recientes han sefialado que el compromiso funcional de los linfocitos T CD8
infiltrantes en tumores de cancer renal se asocia a la sobre expresion de
componentes de la via de WNT/Bcatenina por parte de las células tumorales®®, por
lo que resultaria interesante explorar si hay una disrupcion de esta via en el modelo
presentado.
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Ademas, el modelo de esferoides generado permite evaluar todas las vias
previamente sugeridas como relevantes en la respuesta a inmunoterapia, ya que en
comparacion con los modelos in vivo de implantacion de tumor y bloqueo de PD-1,
el co-cultivo de esferoides con células inmunitarias resulta mas asequible y practico
en cuestion de tiempo, costos, variaciones experimentales y tamafio de muestra. En
este mismo sentido, dicho modelo generado abre la posibilidad de extrapolarlo a
otras neoplasias e inclusive a su uso con células humanas. Sumado a lo anterior,
una vez caracterizadas las vias por las cuales se establece la resistencia a
inmunoterapia, el modelo de esferoides puede tener un gran impacto en el
desarrollo de estrategias que ayuden a revertir dichos mecanismos de resistencia.

Por otro lado, se ha descrito previamente que las células dendriticas, en conjunto
con las células CD4, juegan un papel muy importante en el mantenimiento y
diferenciacion de las células CD8 agotadas y que la formacion de nichos intra
tumorales donde participan estas 3 células puede ser determinante en el progreso
de la neoplasia, por lo que resulta también relevante determinar la relacién de los
fenotipos de estas 3 poblaciones con la resistencia a inmunoterapia.
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Figura 11: Modelo propuesto para la resistencia a inmunoterapia anti PD-1: Los resultados
de este trabajo permiten proponer que la resistencia a inmunoterapia puede estar asociada a un bloqueo en
la proliferacion, diferenciacion y funcion (IFNy) de las células T precursoras agotadas en particular las Tpex2.
Este bloqueo en la diferenciacion se vio reflejado en la poca abundancia de linfocitos OTI en contacto con
esferoides de células resistentes a inmunoterapia. Lo anterior podria explicar la ausencia de linfocitos T CD8
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observada en los tumores resistentes a inmunoterapia. Interesantemente, el contacto de esferoides de células
resistentes a inmunoterapia con linfocitos OTI deficientes de PD-1 no logro revertir el compromiso en la
diferenciacion de las células Tpex2, sugiriendo que el mecanismo de resistencia desarrollado es independiente
de la funcion inhibitoria de la via PD-1/PD-L1, pero de forma interesante este mecanismo de resistencia
adquirido por la presién inmune como presion selectiva posee interaccion con la funcion de PD-1, ya que la
ausencia de este acentud la acumulacion de precursores agotados. Estos resultados dejan como (plantean)
interrogante de qué sefiales a nivel celular pueden comprometer en la diferenciacion o proliferacion y de qué
manera podrian revertirse. Figura Creada en Biorender.com

9. ANEXO

ESTRATEGIA DE ANALISIS DE CITOMETRIA
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Figura 12: Estrategia de andlisis de datos de citometria: se eliminaron las particulas agregadas en dobletes
utilizando el ancho y alto del parémetro Forward (FSC-W y FSC-H) para obtener eventos sencillos, los cuales se caracterizaron como
linfocitos en funcion de su tamafio y complejidad (FSC y SSC) con el fin de eliminar particulas pequefias como debris o células tumorales,
de este gate se obtuvieron las células vivas en funcidn de la flourescencia negativa del colorante de viabilidad Fix violet (en Cyan se observa
el histograma del control positivo, en azul cielo el histograma del control sin tefiir y en gris el histograma de la muestra). Posteriormente,
se seleccionaron las células CD8+ y de ellas en funcion de la co-expresion de Vb5.1 y CD45.1 se seleccionaron las células OTI, a las cuales
en funcion de la expresion media y alta de PD-1 se caracterizaron como agotadas(en Cyan se observa el control sin tefiir, en azul el FMO
para PD-1 y en gris el histograma de la muestra), finalmente dichas células fueron caracterizadas como “Tpex1”, “Tpex2”, “TexInt” y
“TexTerm” en funcion de la expresion de TCF1 y CD69. La cuantificacion de IMF de los marcadores restantes se realizé a partir de las
células “OTI agotadas”
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