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INTRODUCCION
PD-L1 se une a PD-1 e impide que El bloqueo de PD-L1 o PD-1 permite
. La imp|ementaci()n clinica de inmunoterapia basada en la célula T destruya la célula que la célula T destruya la célula
. A . tumoral tumoral
inhibidores de puntos de control o checkpoints —
inmunolégicos (ICls) ha revolucionado el manejo del Tumoral b
CCR. :
« Estrategias basada en Ac monoclonales que bloquean ,
sefales que desactivan a los linfocitos T, “destrabando” su o PD-L1 st g PD-L1
. . . : .‘ anti PD-L1
accionar antitumoral. Anigena N\ Antigeno ,
Receptor Receptor i
. . . . . . células T Y PD-1 células T PD-1
* Solo pacientes que presentan deficiencia en la maquinaria B
., . . /[
de reparacion de errores tipo mismatch (d(MMR o MSI-H) . \ ( .
responden favorablemente al tratamiento con ICls \_/ \
(=10-20%) célulaT Célula T -
IVe rm eCtl n - EI reposicionamiento del agente

- Quimiosensibilizacion
(MDR)
- Accion angiostatica
- Inmunopotenciacion
mediante induccion de e Su uso en CCR, particularmente en
. muerte’ c_elular combinacion a terapias basadas en ICls
inmunogenica (ICD) tales como anticuerpos anti-PD-1, nunca
fue explorado en profundidad.

antiparasitario ivermectina (IVM) en cancer
se erige como una estrategia terapéutica
coadyuvante de mucho interés.
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OBJETIVOS

 EIl foco central del trabajo fue explorar a nivel preclinico el efecto
antineoplasico in vitro/in vivo de la IVM en CCR
 En particular se evalué su combinacién a inmunoterapia basada en
ICls, en un modelo metastasico con respuesta limitada a
uimioinmunoterapia.
MATlcalR

IALES Y METODOS
Modelos Técnicas y
experimentales ¢ protocolos
EESEE CT26.WT (CRL-2638) < In vitro
; - Linea de carcinoma colénico murino - Crecimiento celular a alta densidad, cultivo clonogénico,
) - KRAS™! pMMR y MSS quimiotaxis, ELISA y ensayos metabdlicos

- Metastasica (singénica para ratones Balb/c) |n vivo

- Carga moderada de neoantigenos - Diseminacién metastasica experimental a pulmén
- Expresa niveles elevados de PD-L1 - Protocolo de pre-inmunizacion + desafio tumoral
In silico

J774.1 (TIB-67)

- Linea celular de macréfagos murinos

- Produccion alta de IL-1 beta (l11b) y
citoquinas

- Expresién de blancos moleculares mediante plataforma
bioinformatica GEPIAZ2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/)
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Actividad citostatica directa de IVM sobre células Modulacién metabdlica e impacto sobre secrecién de

CT-26 IL-6
I 1251 ii. 125 120 Kk ok o 120+ *
1 o o ©
5 = s _ 100+ g _ 100 oo
S5 ~ . 100 o= o3
]
23 D= 2 £ 80 25 80
oL e P [ T c
oE SE 75- 2 3 go- % S 60
S o ICs: 117 o O :g 3 33 40
g : """"""""""""""""""""""""""""""" "qé; E] 50— S 40 %e\o
S - 2 T~ ~
8= ET S 20 5 204
3 ‘5 25— o <
g 0- z 0=
; 1 © 0 CTRL IVM CTRL IVM
0 10 20 30 40 50 60 CT'RL IVIM
Concentracién IVM (pM) CT-26 J774+ medio condicionado por CCR
10— 2.5+ ok 2.5 -
- IVM inhibe el crecimiento iii. @ % 8] 2.0 2.0
de células agresivas de CCR I g S 6 1.5 1.5
a 72 h, mostrando una elevada 300+ 98
sensibilidad al compuesto 250 . 3% 47 1.0 1.0
4 82
(IC50 11,7 uM) £EE 054 054
200- =
- Adicionalmente, 0- 0.0- 0.0-
CTRL IVM CTRL IVM CTRL IVM

concentraciones sub-IC50 (7,5
uM) de IVM reducen dos

+LPS +LPS

parametros de agresividad - La actividad cit_qstética de la IVM esta asociade_z auna reduccién

relevantes  tales como la de_ la pro_duc.:cwn de . lactato y de la . actIVId.a’d reductora

formacion de colonias 0 T T mitocondrial, incluso a tiempos a cortos de incubacién (16 h).
CTRL IvM - IVM incrementa significativamente la producciéon de IL-6 en

tumorales en 2D a (7d) y la células de CCR y macrofagos activados o expuestos a medios

QU R iscelular, - g ..
PBRQI‘SHN?JW §.(ﬁ, &a 0.001; p< 0.0001 vs. control. T-test. Graphpad condicionados por tumor.
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- En ratones singénicos inmunocompetentes inyectados i.v. con células CT-26 el tratamiento con IVM (10 mg/kg i.p.) en
adicion al ICI a-PD-1 (5 mg/kg i.p) empleando dosis clinicamente relevantes logré inhibir por completo la presencia de
macrondédulos metastasicos (> 2 mm) en pulmoén.

- Sorprendentemente la IVM administrada como monoterapia desplegé una robusta actividad antimetastasica .

- Todas las terapias fueron bien toleradas. ___ CTRL (Vehiculo) ) Ivermectina
Desafio Sacrificio
v M . 2
) 1 L2 28 28 2 2NN 2R 2R 2 2R BENR 2 / ,
\ & I T 1 1 1
é" - do d7 di1 di4 dig d21 d2s
1x10° células
CT-261v. ¥ wm(lomg/kg,ip) §  a-PD-1(5mg/kg-200ug,i.p.)
80— 12—
[}
2 60 8 9
3 EE
8 S £
no E
0 40— c 6
o o«
3 - ** c& = CTRL
3 S 3 ) (Vehiculo) n=9
4 o
P - [VMn=9
*x ©
0- ﬂg —+ o-PD1n=8
Y & N A 4
& O $ ~v |M\a-PD1 n=8
o § S \x\'&
x 18
1 1 1 1

5 10 15 20 25

Dias

**p< 0.01 vs. control. ANOVA + Tukey’s. Graphpad PRISM
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pacto de pre-inmunizacion con células de CCR

tratadas con IVM a concentraciones citotoxicas sobre
la colonizacion metastasica

Nodulos metastasicos

*kk

T RATONES
- INMUNOCOMPETENTES
60
® | ICD M
o - ¢ 'd
§1xE ¢
8 H N
20
A
N e
0= 7
o o e G o DS
< &0 \000 © xA morib m tumoral
(}6& & \00\

0\0

***p< 0.01 vs. control. ANOVA + Tukey’s. Graphpad PRISM

- La “vacunacién” o pre-inmunizacién s.c. con células
CT-26 expuestas a concentraciones citotoxicas de IVM
(100 pM por 24 h) una semana previa a la desafio i.v. de
células viables, logré prevenir la formacién de
metastasis, postulando a la ICD como posible mecanismo
de accion.

- En contraste, la pre-inmunizacion con células
expuestas a 100 pM de cisplatino (CDDP) un
quimioterapico estandar conocido por no inducir ICD solo

1)

Expression - log TPM +

+
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Expresion de blancos moleculares de IVM en

GEP ﬁ L
Plataforma de perfilado de expresion génica y
anaI|S|s interactivo (Bases de datos RNA-seq

PAK1

CALR
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- Mediante analisis bioinformatico
de transcriptomica se evidencia
que distintos blancos putativos
de IVM se sobreexpresan en
tejido COAD (rojo) y READ
(verde) en comparacién Normal
(gris)

- Dichos blancos presentan un
grado de expresidn comparable o

en algunos casos
significativamente  superior al
P B R MRACNL 1 IR I
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

e En conclusion, el agente reposicionado IVM podria complementar e
incrementar la eficacia de la terapia basada en ICls en tumores de CCR
agresivos considerados “frios” o de baja inmunoreactividad.

* Actualmente estamos analizando sus mecanismos de accidon y marcadores
de respuesta en distintos modelos de CCR pMMR

e Es necesario continuar su validacion preclinica, explorando distintos
esquemas de combinacidon con ICls, en particular en modelos de

diseminacion metastasica a higado.
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