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RESUMEN

El cancer es una de las causas principales de muerte en todo el mundo. La falta de
tratamientos en la actualidad, se debe fundamentalmente al desconocimiento de los
mecanismos bioldgicos que causan la aparicion y progresion del mismo. El
microambiente tumoral proporciona a las células cancerosas nutrientes, oxigeno, factores
de crecimiento, citocinas y distintos mediadores quimicos que favorecen la proliferacion,
supervivencia, invasion y metastasis. Recientes avances en investigacion clinica,
demuestran que la caracterizacion del microambiente tumoral en diversos pacientes
revela distintos fenotipos inmunolégicos relacionados con la presencia o ausencia de
inflamacion regulada por células T del sistema inmunoldgico. Dado que el sistema
inmunitario parece ser una poderosa arma contra el cancer, la perspectiva de
inmunoterapias eficaces se esta convirtiendo en una realidad clinica. En el presente
trabajo, y mediante la busqueda de informacion en libros y articulos cientificos recientes,
se desarrollarén las distintas inmunoterapias en constante investigacion aplicadas en la
actualidad a pacientes enfermos. Dichas observaciones son y seran en un futuro de gran
utilidad para para crear nuevas y prometedoras expectativas en la curacién del cancer,

mas efectivas y menos invasivas para los pacientes.
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1. INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento incontrolado y
excesivo de células que invaden y dafian tejidos y érganos, siendo la segunda causa de
muerte en los paises desarrollados, solo precedido por los accidentes cardiovasculares
(Mufioz, 2004). El aumento paralelo de la incidencia del céancer con respecto a la
esperanza de vida de la poblacién explica el interés médico y social de esta enfermedad,

ya que la edad es el principal factor de riesgo para desarrollar un cancer.

La falta de tratamientos se debe fundamentalmente al desconocimiento de los
mecanismos bioldgicos que causan la aparicidn y progresion del cancer. Durante mas de
medio siglo, los oncologos han evaluado la gravedad del cancer midiendo el tamafio del
tumor, la presencia de éstos en los ganglios linfaticos y su diseminacion por el resto del
organismo. Sin embargo, en la actualidad, diversos estudios ofrecen la posibilidad de
evaluar dicha enfermedad mediante la existencia de células inmunes en el tumor o
alrededor de éste. Las células cancerosas y las células no transformadas del huésped
interactlan de manera constante entre si en el microambiente tumoral, por tanto, la
inmunologia del cancer se trata de un area interdisciplinaria donde el andlisis integrado

de los factores del huésped y los tumorales es esencial (Ogino et al., 2011).
1.1. Historia

Dado que el sistema inmunitario parece ser una poderosa arma contra el cancer, la
perspectiva de inmunoterapias eficaces se estd convirtiendo en una realidad clinica.
Durante gran parte del siglo XX, la atencion se centré en la “inmunovigilancia” del
cancer, dada la idea de que el sistema inmunoldgico presenta un papel homeostéatico en
el control de la enfermedad. Con el paso de los afios, el concepto se ha ido perfeccionando
mediante la “inmunoedicion”, la cual reconoce la relacion entre el tumor y el huésped en

todas las etapas de desarrollo del cancer (Mellman et al., 2011).

Los canceres detectados clinicamente evaden la respuesta inmune del organismo para
crecer progresivamente (Fesnak et al., 2016). Esta evasidén podria ser llevada a cabo

mediante caracteristicas celulares y moleculares del microambiente tumoral.




En 1981, William Coley, cirujano de Nueva York, inicio inyecciones intratumorales de
Streptococcus pyogenes y Serratia marcescens vivos o inactivados en un esfuerzo por
reproducir las remisiones espontaneas de sarcomas. Este experimento demostro la
capacidad del sistema inmunitario de causar inflamacion y destruir bacterias invasoras,
las cuales fueron llamadas “toxinas de Coley” (Mellman et al., 2011). El resultado
demostrd que las bacterias lograron estimular fagocitos antibacterianos que podrian
eliminar las células tumorales de los pacientes, siendo éste el comienzo de la historia de
la inmunoterapia en el cancer. Sin embargo, los oncologos continuaron dependiendo de
la cirugia y, cada vez mas, de métodos como la radioterapia y en Gltima instancia de la

quimioterapia.
1.2.Sistema inmunoldgico:

El sistema inmunoldgico es crucial para la supervivencia humana. Si no realizara su labor
en el organismo, incluso infecciones menores podrian tornarse incontrolables y resultar
letales. La respuesta inmunitaria implica el reconocimiento del agente extrafio seguido de

su destruccion.

Las células del sistema inmunitario son generadas por el organismo en un proceso
Ilamado hematopoyesis, siendo las méas importantes los leucocitos y las células tisulares
relacionadas con ellos. Todas provienen de una célula troncal comdn llamada célula
troncal hematopoyética pluripotente, que también da origen a los eritrocitos y a los
megacariocitos, precursores de las plaquetas (Parham, 2015). Todos estos tipos celulares

se denominan en su conjunto células hematopoyéticas.

En cuanto al linaje linfocitico de los glébulos blancos, se distinguen dos poblaciones:
linfocitos grandes con citoplasma granular y linfocitos pequefios casi sin citoplasma. Los
linfocitos grandes granulares son células efectoras de la inmunidad innata llamadas
células asesinas naturales (células NK), las cuales ingresan en los tejidos infectados
impidiendo la propagacion de dicha infeccion destruyendo las células afectadas y
segregando citocinas, proteinas de bajo peso molecular que actian como mensajeros
intercelulares que intervienen en la maduracion y amplificacion de la respuesta inmune
(Hearps et al., 2017).




Los linfocitos pequefios son células responsables de la respuesta inmunitaria adaptativa.
El reconocimiento de un antigeno por este tipo de linfocitos implica un proceso de
seleccion, crecimiento y diferenciacion linfociticos que conduce a una potente respuesta
inmunitaria (Parham, 2015). Los linfocitos pequefios abarcan distintos sublinajes que se
distinguen por sus receptores de superficie celular y por las funciones que desempefian,
diferencidndose entre linfocitos T y linfocitos B. Para los primeros, los receptores se
conocen como receptores de células T, mientras que, para los segundos, los receptores

son las inmunoglobulinas de membrana o receptores de células B.

Ambos tipos de receptores reconocen a un antigeno correspondiente, el cual puede ser
cualquier molécula, particula de virus o célula que contenga una estructura reconocida.
Las diferencias en las secuencias de aminodcidos de las regiones variables de las
inmunoglobulinas y los receptores de células T crean una amplia variedad de sitios de
union que son especificos para diferentes antigenos. Una consecuencia de esta
especificidad, es que la respuesta inmunitaria adaptativa que se presenta contra un
antigeno en concreto, no proporciona inmunidad frente a otro. Por tanto, los anticuerpos
elaborados en respuesta a una determinada patologia se uniran expresamente a sus
antigenos especificos y no a otros, siendo ésta una de las mas importantes premisas en el
desarrollo de la inmunoterapia frente al céncer (Parham, 2015), especialmente la

modificacion genética de linfocitos T frente a un determinado tipo de tumor.

Las células T efectoras se subdividen en dos tipos principales, las llamadas células T
citotoxicas y células T cooperadoras. Las primeras se encargan de destruir las células que
contienen el antigeno y las segundas secretan citocinas. Una tercera subserie de células T
cooperadoras son las células T reguladoras (células Treg), las cuales controlan las
actividades de las células citotoxicas, lo que previene el dafio tisular innecesario y detiene

la respuesta inmunitaria una vez se ha erradicado el patdégeno.

En el caso de la inmunoterapia relacionada con el cancer, las células dendriticas cobran
notable importancia (Sie y Korn, 2017). Residen en los tejidos corporales actuando como
mensajeros celulares para desencadenar una respuesta inmunitaria adaptativa. Son las
principales células presentadoras antigénicas, por su capacidad de capturar, procesar y
presentar antigenos a los linfocitos T y generar respuestas inmunes especificas. También
son capaces de activar los linfocitos B, células NK, macrofagos o eosindfilos e incluso
generar tolerancia inmunoldgica, que conduce a la delecion de células T, anergia o

produccion de células Treg (Li et al., 2015).




Todas estas actividades han dado lugar al desarrollo de ensayos clinicos basados en el uso

de este tipo de células en el campo de la inmunoterapia antitumoral.
1.3. Fisiopatologia del cancer

El cancer se origina a partir de una sola célula, es decir, todas las células que constituyen
un tumor son monoclonales. La posibilidad alternativa de que los tumores provinieran de
diversas células originales, y por lo tanto fueran policlonales, se ha descartado mediante
andlisis de marcadores genéticos en células tumorales (Mufioz, 2004). EIl proceso de
formacion de un tumor a partir de una célula implica la acumulacion sucesiva de
alteraciones genéticas durante un periodo de tiempo determinado que les proporcionan
ventaja en cuanto a crecimiento, siendo este mas rapido (Figura 1). Esta caracteristica las
hace méas competitivas frente a células normales circundantes y las lleva a proliferar sin
restricciones para, posteriormente, adquirir capacidad invasiva y formar tumores

secundarios o metastasis.
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Figura 1: Composicién celular de los tumores segun el modelo monoclonal y policlonal (Mufioz,
Alberto. Cancer: genes y nuevas terapias. Madrid, ES: Hélice; 2004.

El cancer es una enfermedad genética generalmente no hereditaria, el cual suele afectar a
células somaticas pero no germinales, que es lo que explica que no se transmita a la
descendencia (Cortinas, 2011). El hecho de que todas las células de un tumor provengan
de una Unica célula que resulta alterada implica que esta anormalidad de origen se
transmite de la célula inicial a las células descendientes.




Existen dos posibilidades de herencia de dichas mutaciones: por un cambio genético en
la secuencia de ADN celular, o bien por un cambio epigenético: es decir, por una
alteracion en el modo en que se expresan los genes. Aunque en principio es posible la
aparicion de tumores por cambios epigenéticos, la evidencia de que una célula cancerosa
siempre da lugar a nuevas células cancerosas y nunca a células normales indica que la
mayoria de los canceres son consecuencia de cambios o mutaciones en el ADN de las
células (Gu, 2014). Es importante entender que la transmisién de las alteraciones no
implica que el desarrollo de un cancer en un individuo sea heredado por su descendencia.
Esto ocurre en un porcentaje de casos pequefio y depende del tipo de cancer. Solo cuando
las mutaciones aparecen en las células germinales (espermatozoides u Ovulos), se

transmiten a la descendencia.
1.4. Microambiente tumoral y células T

El microambiente tumoral proporciona a las células cancerosas nutrientes, oxigeno,
factores de crecimiento, citocinas y distintos mediadores quimicos que favorecen la

proliferacion, supervivencia, invasion y metastasis (Ogino et al., 2011).

Las células tumorales se comportan como antigenos y, como tal, se producen respuestas
inmunes contra dichos antigenos que pueden ser de baja labilidad, limitando de esta
manera la respuesta terapéutica. Sin embargo, los neoantigenos generados por mutaciones
en genes normales del organismo, pueden resultar en células T antitumorales bastante
potentes. Algunos tipos de cancer presentan cientos de mutaciones que representan una
gran variedad de antigenos que sirven como objetivos potenciales para el reconocimiento

por el sistema inmunoldgico.

Existen receptores de células T, llamados TCR, los cuales reconocen a un antigeno
presentado por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Figura 2). La sefial de
especificidad otorgada por TCR (sefial 1) conduce a la funcion efectora, pero las células
T tambien requieren una sefial coestimuladora denominada sefial 2, formada por dominios

coestimuladores activadores e inhibidores (Mellman y cols., 2011).

Los receptores coestimuladores inhibidores pueden jugar un papel importante en el
mecanismo de evasion de tumores. Los mas importantes son el antigeno 4 citotoxico

asociado a linfocitos (CTLA-4) y la proteina de muerte celular programada (PD1).
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Figura 2: Presentacién de antigeno o célula tumoral a la célula T: CD28 y CTLA-4 se unen a
ligandos CD80 y CD86 determinando el curso de activacion e inhibicion de células T. En base a esto,
muchos tumores regulan positivamente el ligando PD1 (PD-L1) entre otros ligandos para desactivar las
células T, al mismo tiempo que también pueden regular negativamente el MHC para evadir la respuesta

inmunologica. (Fesnak et al., 2016).

La union del receptor de células T al péptido-MHC es un requisito previo para la funcion
efectora de células T. Un mecanismo de escape del tumor bien documentado es la
modulacion o disminucion de la regulacién de MHC en la superficie de la célula tumoral,
que hace que el tumor sea “invisible” a las células T y por tanto no haya activacion de 1as

mismas ni, por tanto, efecto antitumoral. (Lipowska-Bhalla et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

El cancer es la segunda causa de muerte en los paises desarrollados, solo precedido de los
accidentes cardiovasculares. La falta de conocimiento acerca de los mecanismos
bioldgicos que lo desarrollan junto con la falta de evidencias clinicas, han sido unos de
los motivos de mayor peso para el impulso a la investigacion de nuevas terapias
alternativas que logren una mayor efectividad y pronostico de la enfermedad, destacando

la inmunoterapia en el cancer.
Por todo ello, los objetivos de la presente revision han sido:

1. Conocer cronologicamente el desarrollo de la inmunoterapia en el cancer, asi
como el estado actual en lo referente a nuevas terapias inmunitarias de las cuales
se tienen evidencias cientificas mediante ensayos murinos y clinicos a pacientes
que padezcan cancer.

2. Completar la revision con un estudio de las perspectivas terapéuticas conociendo
los puntos débiles de las terapias en actual investigacion con el fin de promover
una nueva generacion de tratamientos efectivos y menos invasivos para el

paciente.
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3. METODOLOGIA

Para la elaboracion de la revision, se utilizaron diversas fuentes de informacion:

o Bases de datos. Entre ellas Pubmed y Medline. Estas fuentes han aportado
informacion util y fiable para el desarrollo del trabajo mediante el acceso a
articulos, informes cientificos y material de interés respecto al tema en estudio.
Gracias a las referencias bibliograficas citadas en dichos articulos se ha podido
obtener mayor informacion y acceder a otros articulos relacionados.

o Libros: Parham, Peter. Inmunologia. 42 ed. Distrito Federal, MEXICO: El Manual
Moderno; 2015 para obtener informacion acerca de las bases de la inmunologia,
Mufioz, Alberto. Cancer: genes y nuevas terapias. Madrid, ES: Hélice; 2004 para
conocer la biologia en cancer y Cortinas, Cristina. Cancer: herencia y ambiente.
Meéxico, D.F., MX: FCE - Fondo de Cultura Econémica, 2011. Todos consultados
a traves de la plataforma FAMA de la Universidad de Sevilla, de los cuales se ha
obtenido informacidn bésica, asi como ampliacién de los conocimientos aportados
por los articulos cientificos.

o Recursos electrénicos. Han facilitado el acceso a informacidn necesaria para la
elaboracion de la presente revision mediante el acuerdo de la Universidad de

Sevilla con diferentes revistas electronicas a través de la biblioteca online.

Todo ello se ha utilizado de manera conjunta con Mendeley, usado como base de datos
para el almacén de los articulos consultados y como gestor bibliografico a la hora de

adjuntar referencias bibliograficas.

La busqueda se ha realizado seleccionando articulos relevantes y actualizados sobre el
tema de estudio. Se comenzd con una busqueda general utilizando palabras claves tales
como: Cancer e Inmunoterapia, asi como busquedas en inglés con el término cancer

inmunotherapy.

Por ultimo, se concretd una busqueda mas especifica sobre el sistema inmunoldgico,
historia, fisiopatologia del cancer y tratamiento a través de las siguientes palabras clave,
tanto en inglés como en castellano: Inmunologia (inmunology), células dendriticas
(dendritics cells), tratamiento cancer (cancer treatment), tumor, T-body, celular therapy,

adaptive T cell therapy, etc.

11
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Fenotipos inmunoldgicos:

Recientes avances en investigacion clinica, demuestran que la caracterizacion del
microambiente tumoral en diversos pacientes revela distintos fenotipos inmunologicos
relacionados con la presencia o ausencia de inflamacion regulada por células T (Figura
3). Estas observaciones son y seran en un futuro de gran utilidad para generar distintos
biomarcadores  predictivos que permitan abarcar diversas intervenciones
inmunoterapéuticas para crear nuevas y prometedoras expectativas en la curacion del
cancer (Gajewski et al., 2013). Sin embargo, esta meta se ve obstaculizada por la

complejidad del sistema inmunitario.

Segun distintos estudios, los pacientes cuyo sistema inmunitario responde al tumor, tienen
una mayor probabilidad de respuesta efectiva a terapias inmunitarias. No obstante,
evaluar la respuesta inicial supone un reto, ya que esta influenciada tanto por la genética
del paciente, el entorno del mismo, asi como la secrecion de proteinas por parte del tumor,

las cuales pueden inhibir las células inmunitarias del organismo (Ledford, 2013).

Gran parte de los esfuerzos dirigidos a la obtencion de nuevas inmunoterapias radica en
la activacion de las respuestas inmunitarias antitumorales, estrategias llamadas “bloqueo
del punto de control”. Se basan en el uso de anticuerpos que bloquean las vias
inmunitarias inhibidas por las células tumorales actuando como frenos moleculares,
evitando la hiperactividad de las células T y, en algunos casos previniendo la
autoinmunidad (Wolchok y Chan, 2014).

La identificacion de vias inmunosupresoras definidas que estan presentes en el
microambiente tumoral en el subconjunto de tumores con infiltracién de células T han
apuntado hacia dianas terapéuticas que son susceptibles de intervencion clinica,

incluyendo el eje PD-L1-PD-1, IDO, células Treg y la anergia intrinseca de células T.

Los dos receptores de punto de control inmune estudiados mas activamente en el contexto
de la inmunoterapia en el cancer son CTLA-4 (antigeno 4 citotdxico asociado a linfocitos
T) y PD-1 (proteina de muerte celular programada). Ambos son receptores que cuando
estan unidos por sus ligandos, desencadenan vias inhibitorias que anulan la actividad de
las células T (Kirkwood et al., 2012).

12
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CTLA-4, se expresa exclusivamente en células T donde regula principalmente la amplitud
de las primeras etapas de activacion de dichas células. En contraste con CTLA-4, el papel
principal de PD-1 es limitar tanto la actividad de las células T en los tejidos periféricos
en respuesta a una infeccion como la autoinmunidad. Esto se traduce en un importante
mecanismo de resistencia inmune dentro del microambiente tumoral. La expresion de
PD-1 se induce cuando las células T se activan. Cuando se activa por uno de sus ligandos
(PD-L1), inhibe las quinasas que estan implicadas en la activacion de las células T (Prat
etal., 2017).

De forma similar a CTLA-4, PD-1 esté altamente expresado en células Treg. Debido a
que muchos tumores estan altamente infiltrados con células Treg, que probablemente
suprimen ain mas las respuestas inmunitarias efectoras, el bloqueo de la via PD1 también
puede potenciar las respuestas inmunitarias antitumorales al disminuir el namero y/o

actividad supresora de las células Treg intratumorales (Shih et al., 2014).

Otra categoria de moléculas inmunitarias inhibidoras incluye ciertas enzimas metabdlicas
como la indolamina-2,3-desoxigenasa (IDO), que se expresa tanto por las células
tumorales como por las células mieloides infiltrantes, y la arginasa, producida por las
células supresoras derivadas de mieloides. Estas enzimas inhiben las respuestas inmunes
a través del agotamiento local de los aminoacidos que son esenciales para las funciones

anabdlicas de los linfocitos, particularmente las células T (Vignali y Kallikourdis, 2017).
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Figura 3: Modelo de vias reguladoras del sistema inmune en el microambiente tumoral. A:
Fenotipo inmunoldgico de pacientes con tumores infiltrados por células T. B: Fenotipo

inmunolégico de pacientes con tumores no infiltrados por células T. (Gajewski et al., 2013).
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El fenotipo inmunoldgico al que pertenecen los pacientes con tumores infiltrados por
células T (Figura 3a), consiste en la presencia de citoquinas, las cuales apoyan el flujo de
células T CD8+. Sin embargo, posteriormente la funcionalidad de estas células T CD8+
se ve inhibida por las células PD-L1 (Programmed death ligand-1) del sistema
inmunitario, IDO, y células T reguladoras (Treg) al mismo tiempo que se produce anergia
intrinseca de las células T (Law et al., 2017). Este tipo de tumores parece resistir el ataque
inmunoldgico mediante efectos inhibitorios dominantes de las vias de supresion del

sistema inmune.

En el fenotipo inmunoldgico de tumores no infiltrados por células T (Figura 3b), la
expresion de citoquinas es escasa y la presencia de vias inmunitarias inhibidoras es
minima, por lo que parece resistir el ataque inmunoldgico a través de la exclusion de

sistema inmune.

Debida a la existencia de estos dos fenotipos inmunoldgicos, las estrategias de terapia
inmunoldgicas deberan ser distintas. El propdsito de la medicina personalizada es
identificar el tratamiento 6ptimo para cada paciente con el fin de conseguir el méximo

beneficio del tratamiento y minimizar los efectos adversos (Ogino et al., 2011).

En la actualidad, diversos estudios han revelado que los tumores infiltrados por células T
pueden responder dptimamente a terapias dirigidas a mecanismos inhibidores del sistema
inmunitario. Un subconjunto de pacientes con tumores solidos tales como céncer de
mama, carcinoma de células renales, melanoma, cancer de ovario y tumor gastrointestinal
muestran este infiltrado de células T, por lo que pueden tener un valor prondstico positivo
(Sharma et al., 2017).

Por otro lado, los tumores no infiltrados por células T requerirdn de terapias que
previamente provoquen la inflamacién 6ptima y la activacion inmune innata del
microambiente tumoral (Gajewski et al., 2013). En cualquier caso, la utilizacion de
inmunoterapias combinadas ya esta entrando en el campo clinico con resultados
alentadores. En un modelo de cancer de ovario, se aislaron células endoteliales vasculares
de tumores infiltrados por células T frente a tumores no infiltrados y se realizaron perfiles
de expresion genica para identificar fenotipos moleculares asociados con la exclusion de
ceélulas T. Se identifico el receptor de endotelina B como un regulador prometedor, y la

inhibicion de éste podria mejorar el trafico de células T.
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Este aspecto estd basado en la creencia hasta el momento del papel que juegan las células
endoteliales vasculares en la migracion de células T al microambiente tumoral y también
a la produccién de citocinas especificas, que también pueden contribuir al reclutamiento
de células T (Nagarsheth et al., 2017)

Un aspecto importante es el reconocimiento del hecho por el que los fragmentos de
tumores que contienen elementos estromales son bastante mas dificiles de rechazar
inmunoldégicamente. Este estroma tumoral solido consiste en fibroblastos, macrofagos,
células endoteliales vasculares y cantidades variables de matriz extracelular, lo que
contribuye a formar una estructura de soporte para el crecimiento tumoral y alterar las
respuestas inmunitarias del huésped modificando el grado de infiltracion de células

inmunes (Garg et al., 2017).

El estudio de anticuerpos monoclonales antagonistas de CD-40 (proteina coestimuladora
presente en las células presentadoras de antigenos) revelé un aumento notable de la
afluencia de macrodfagos en el lugar del tumor, lo que parecia interrumpir de manera

severa el estroma tumoral (Gajewski et al., 2013).
4.2. Inmunoterapias

Los avances en genética moderna, han permitido la transferencia adoptiva de células T
modificadas para crear funciones inmunitarias mejoradas contra la enfermedad en las que
han fracasado las respuestas inmunitarias naturales especificas del cancer. Consiste en el
aislamiento de células T del paciente, modificacién, seleccién y multiplicacion de

aquellas que reaccionan al tumor (Figura 4).

Estas células T modificadas representan una nueva vision de futuro en la terapia contra el
cancer (Fesnak et al., 2016), teniendo la capacidad de destruir las células cancerosas al
mismo tiempo que se aumenta la especificidad frente al tumor debida a la modificacion

geneética de las mismas.
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El proceso de obtencion de las mismas podria resumirse en 9 etapas (Figura 3). En primer
lugar, las células T se aislan del paciente por leucaféresis (etapa 1), los cuales pueden

enriquecerse por elutriacion centrifuga (etapa 2).

A continuacion, las células se colocan en cultivo (etapa 3) estimuladas con células
presentadoras de antigenos artificiales afladiéndose un vector viral (etapa 4). El cultivo se
expande en un biorreactor durante varios dias (etapa 5) y después se lava y concentra el
producto de células T (etapa 6). Es parte del protocolo apartar muestras para ensayos de

control de calidad (etapa 7).

Finalmente, la formulacion definitiva es crioconservada (etapa 8) para su posterior
descongelacion e infusion (etapa 9) (Fesnak et al., 2016). El tiempo de fabricacion

generalmente es de 5-10 dias.
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4.2.1. Bloqueo del punto de control

Ente los enfoques mas prometedores para activar la inmunidad antitumoral esta el
bloqueo de los puntos de control inmunoldgicos. Los puntos de control inmune se refieren
a las multiples vias inhibitorias en el sistema inmunoldgico que son cruciales para
mantener la auto-tolerancia y modular la duracién y la amplitud de las respuestas inmunes
fisioldgicas en los tejidos periféricos con el fin de minimizar el dafio del tejido colateral
(Pardoll, 2014).

Debido a que muchos de los puntos de control inmunes son iniciados por interacciones
ligando-receptor, éstos pueden ser facilmente bloqueados por anticuerpos modulados por
formas recombinantes de ligandos o receptores. CTLA-4 y PD-1, al ser receptores
inhibidores que cuando estan unidos por sus ligandos desencadenan vias inhibitorias que
anulan la actividad de las células T, pueden ser bloqueados por anticuerpos, implicando
que la inmunidad tumoral puede ser mejorada en multiples niveles y que las estrategias
combinatorias pueden ser disefiadas de manera inteligente guiadas por consideraciones

mecénicas y modelos clinicos y preclinicos (Eto et al., 2016).

Las células tumorales expresan mutaciones causantes del cancer y mutaciones “pasajeras”
que promueven la expresion de neoantigenos. Estos neoantigenos son estructuras
moleculares que cuando se presentan por las proteinas del MHC son reconocidas por las
células T como extrafias, originando una respuesta inmune contra el tumor. Sin embargo,
las interacciones entre el receptor PD-1 y su ligando PD-L1 hacen que se activen vias de
sefializacion que inhiben la actividad de células T y, por tanto, la respuesta inmunitaria

antitumoral también se ve frenada (Wolchok y Chan, 2014).

De esta manera, el uso de anticuerpos que bloqueen la via PD-1 por unién al mismo o al
ligando PD-L1 es una prometedora estrategia para la reactivacion y proliferacion de

celulas T, dando lugar a una inmunidad antitumoral mejorada (Figura 5).
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Figura 5: Bloqueo de punto de control. (Wolchock y Chan, 2014).

Ademas, CTLA-4 y PD-1 se expresan tanto en células T como en otras células
inmunitarias en el microambiente tumoral, lo que puede autolimitar la respuesta
antitumoral. Los anticuerpos que bloquean CTLA-4 como ipilimumab y los que bloquean
PD-1 como nivolumab han sido aprobados para el tratamiento a pacientes y sus respuestas
clinicas han sido generalmente duraderas. Los estudios presentan pacientes libres de
regresion durante aproximadamente 11 o 13 afios (Wolchok y Chan, 2014). Sin embargo,
la eficacia de estos tratamientos se ha comprobado en determinados tipos de cancer como

melanoma o carcinoma de células renales.

En general, dichos hallazgos sugieren que tumores que hayan sido reconocidos por el
sistema inmunoldgico del paciente, y por tanto presenten células inmunitarias infiltrantes

que lleven PD-1y PD-L1, son particularmente sensibles al bloqueo de control inmune.

Los anticuerpos monoclonales de bloqueo contra PD-1 o PD-L1 han entrado en fase | y
fase 1l de ensayo clinico en pacientes con cancer avanzado, observandose una tasa de
respuesta de aproximadamente un 30% en pacientes con melanoma, carcinoma de células
renales y cancer de pulmon. Los datos preliminares han indicado que la actividad clinica
podria limitarse al subconjunto de pacientes con tumores que tienen expresion de PD-L1

e infiltracion de células T CD8+ en el microambiente tumoral (Cherkassky et al., 2016).
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La reduccidn de células Treg se persigue utilizando agentes que se dirigen a la expresion
superficial de CD25. Un estudio multicéntrico de fase Il esta actualmente en curso en
pacientes con melanoma avanzado utilizando anticuerpos monoclonales anti-CD25
Ilamado daclizumab, observandose una reduccion duradera del namero de células Treg
circulantes sin afectar a la respuesta de las células T inducidas infundidas (Masucci et al.,
2016).

Con respecto a la anergia de células T, los modelos preclinicos muestran que la exposicion
a citoquinas homeostaticas puede ayudar a la proliferacion de células T anérgicas, tanto
en vivo como in vitro. Los ensayos clinicos en fase inicial de IL-7, IL-15 e IL-21 se

encuentran en la actualidad en diversas etapas de terminacion.

Las respuestas duraderas y la supervivencia distinguen la inmunoterapia del cancer de la
terapia citotdxica (Emens et al., 2017). Los desafios actuales incluyen la incorporacion
de la inmunoterapia consiguiendo dosis mas refinadas, con una duracion adecuada del

tratamiento.

4.2.2. Estrategias terapéuticas a seguir en pacientes con tumores con

fenotipo carente de infiltracion de células T

Este tipo de tumores pueden requerir intervenciones novedosas para activar la activacion
inmune innata y facilitar las sefiales para el trafico de células T efectoras. La radioterapia,
algunos farmacos de quimioterapia y los inhibidores selectivos de la via del oncogén
pueden conseguir este efecto a través de la muerte celular inmunoldgica y alteracién de

la biologia de las células tumorales (Yeku y Brentjens, 2016).

El miembro de la superfamilia TNF induce a la produccién de citoquinas por células
estromales, lo cual lleva a considerar agonistas de vias inmunes innatas incluyendo TLRs
(toll-like receptors), NLRs (nod-like receptors) y STING (stimulator of interferon genes
protein) para activar células dendriticas e iniciar el cebado productivo de célula T (Figura
6). Los TLRs son receptores transmembrana que forman parte del sistema inmunitario
innato y participan en el reconocimiento de estructuras moleculares asociadas a los
patogenos, capaces de desencadenar respuestas no solo inmunes, si no también

metabolicas propias de estados de enfermedad (Chen y Yu, 2016).
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Los NLRs son parte de los receptores de reconocimiento de patdgenos y juegan papeles
claves en la regulacion de la respuesta inmune innata. Pueden cooperar con los receptores
toll-like y regular la respuesta inflamatoria y apoptotica. Se encuentran en linfocitos,
macrofagos, células dendriticas y también en células no inmunes, por ejemplo, en el

epitelio.

STING acttia como sensor de ADN citosdlico, activandose la produccion de interferones
tipo | (INF-alfa e INF-beta). También participa en la muerte celular a través de su

asociacion con el MHC (Bartneck et al., 2017).

La introduccion de interferon | en ambientes tumorales también puede activar células
dendriticas a través del receptor para IFN-alfa o IFN-beta y tiene efectos adicionales sobre
la vasculatura tumoral.
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Figura 6: Estrategias que ayudan a promover la inflamacién y/o la activacion inmune innata en el

microambiente tumoral. (Park et al., 2011).
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4.2.3. Antigenos quiméricos TCAR

La tecnologia del receptor antigeno quimérico (CAR), que combina la especificidad de
un anticuerpo con la diana terapéutica, la penetracion en los tejidos y la destruccion
celular objetivo de las células T se describio por primera vez en 1993 (Dotti et al., 2009).
El enfoque se baso en la idea de expresar nuevos receptores en la superficie de las células
T que permitan a las mimas identificar antigenos proteicos presentes en las células

tumorales diana, haciendo a la célula tumoral “visible” para la vigilancia inmunolégica.

Los ensayos clinicos mas tempranos de células T modificadas genéticamente se basaron
en la expresion de receptores de células T (TCR) clonados con afinidad dirigida a
antigenos tumorales. Un TCR puede reconocer un antigeno intracelular o extracelular en
el contexto de la presentacion del complejo de histocompatibilidad (MHC) (Dotti et al.,
2009). Mas recientemente, se han creado receptores artificiales llamados receptores de
antigeno quiméricos (CAR), para potenciar la especificidad de células T modificadas sin
necesidad de procesamiento de antigeno o presentacion restringida por MHC, es decir,

no se ven afectadas por esta estrategia de escape inmunolégico (Figura 7).

Antigeno Antigeno turmoral Antigeno
presentado presentado por de
por MHC MHC supetficie
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TCR enddgeno TCR transgénico CAR | OX40

Figura 7: Comparacion de la estructura basica de los receptores de células T manipulados y

receptores de antigenos quiméricos (CAR). (Fesnak et al., 2016).
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Tanto los receptores de células T naturales (TCR) como los transgénicos, reconocen
antigenos procesados intracelularmente que deben presentarse en el contexto del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y requieren sefiales coestimuladoras para

la activacion completa de células T (de Charette et al., 2016).

En un intento de extender la especificidad de reconocimiento de los linfocitos T més alla
de sus complejos de péptido-MHC clasicos, se ha desarrollado una estrategia
genoterapéutica que permite redirigir las células T a antigenos de superficie de células

tumorales definidas (Lipowska-Bhalla et al., 2012).
» Estructura basica

Esta estrategia se basa en el ensamblaje de un dominio extracelular de reconocimiento de
antigeno unido a un dominio espaciador extracelular, una region transmembrana (TM)
que ancla el receptor a la superficie celular y un endodominio de sefializacion. Los
endodominios de sefializaciobn mas frecuentemente utilizados son los que contienen

componentes del complejo CD3 asociado a TCR (Geldres et al., 2016).

Los fragmentos de anticuerpo de cadena simple (scFv) consiste en una cadena pesada
variable (VH) y una cadena ligera variable (VL) aislada de un anticuerpo unido por un

enlazador flexible (Figura 8).

El scFv determina la especificidad del antigeno CAR y se une a la proteina diana de una
manera independiente, no restringida al MHC, con la especificidad y afinidad similar a la
del anticuerpo del que se derivo (Garrido et al., 2011). El receptor inmunitario se expresa
en la superficie del linfocito T modificado tras la union del scFv a su antigeno,
transmitiéndose una sefial de activacion al linfocito, que a su vez activa funciones
efectoras contra la célula diana autorizando a las células T injertadas a eliminar células

tumorales.
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Figura 8: Estructura de un CAR. (Lipowska-Bhalla et al., 2012).

En la mayoria de los CAR, el dominio de reconocimiento de antigeno esta conectado a la
region transmembrana por medio de un dominio espaciador extracelular, cuya mision es
distanciar el dominio de reconocimiento de la membrana para asi hacerla potencialmente

mas accesible a la union con su objetivo.

Sin embargo, el requisito para un dominio espaciador extracelular depende de la
localizacion del epitopo diana con respecto a la superficie de la célula diana. Los CAR
dirigidos a epitopos situados en el extremo proximal de los antigenos tienden a funcionar
bien sin dominios espaciadoras, mientras que los CAR dirigidos a los epitopos cercanos
a la membrana celular objetivo parecen demostrar una funcion mejorada cuando se

incluye una region espaciadora flexible (Lipowska-Bhalla et al., 2012).

Estas observaciones sugieren ensayos basados en la modificacién de los dominios
extracelulares de los CAR con el fin de identificar el receptor 6ptimo para cada antigeno

diana.
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De la misma manera, hay una gama cada vez mayor de dominios de sefializacion
intracelular. Estudios iniciales emplearon un unico dominio de sefializacion derivado de
la cadena CD3¢ o de la cadena y del receptor Fc de IgE de alta afinidad denominado FcRy
(Figura 8). Sin embargo, estudios in vivo demostraron que los linfocitos T de raton
injertados con CD3¢ poseian una mejor actividad antitumoral en comparacion con

aquellos que llevan el dominio de sefializacion FcRy (Hutchinson, 2014).
» Generaciones de CARs

Asi comenzo la primera generacion de CAR, los cuales engloban a todos aquellos que
tienen un solo dominio de sefializacion (Figura 9). No obstante, la naturaleza modular de
los CAR se presta a ingenieria para combinaciones de dominios de sefializacién que
pueden aumentar la potencia de los mismos, ya que la activacion completa de las células
T requiere multiples sefiales, sefiales coestimuladoras capaces de acoplar completamente

su maquinaria efectora y no sufrir apoptosis (Golubovskaya y Wu, 2016).

La via coestimuladora més estudiada ha sido la ligacién de receptores CD28 de células T

para formar CAR de segunda generacion (Figura 9).

Se ha demostrado que esta ligacion a través de la expresion de ligandos coestimuladores
B7 en células diana, o la coexpresion de la molécula CD28 junto con los dominios scFv
y CD3 ¢ conducen a una mayor proliferacion y aumentan la actividad antitumoral de las
células T modificadas aumentandose los niveles de citoquinas. Recientes hallazgos
también han demostrado que los CAR gue contienen el dominio CD28 también podrian
rescatar a células T activadas de la muerte celular y mejorar la resistencia de los CAR
frente a las células T reguladoras (Treg). Sin embargo, los CAR de segunda generacién
aun no producen suficientes cantidades de IL-2 para promover la proliferacion de células

T en ausencia de coestimulacion exdgena (Huehls et al., 2015).

Por consiguiente, se ha perseguido el desarrollo de la tercera generacion de CAR, los
cuales ademas de presentar CD28, tienen otro dominio coestimulador, los cuales suelen
ser OX40 o 4-1BB los mas utilizados (Figura 9). Los CAR con multiples motivos de
sefializacion quiméricos han mostrado una mayor proliferacion y secrecion de citoquinas
(por ejemplo, la produccion de IL-2) (Shi et al., 2014). Sin embargo, la actividad
funcional de las células T no solo depende de la combinacién 6ptima de los dominios de
sefializacion, sino también de su afinidad con el receptor enddgeno proporcionado por la

célula objetivo.
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El objetivo del desarrollo de células T CAR con un incremento en la afinidad funcional

es la busqueda de una mejor direccionalidad de las células T modificadas genéticamente

a tumores con niveles bajos de expresion de antigenos (Jena y cols., 2010). La

optimizacion de los dominios de sefializacion CAR de acuerdo con las células diana

podria ser el camino a seguir en el logro de un mejor efecto antitumoral en lugar de la

utilizacion de CAR universales contra todas las células diana. Estos CAR incluyen

dominios de sefalizacion derivados principalmente de la familia de proteinas tirosin-

quinasas, llamados Syk (en vez de CD3), capaces de desencadenar la activacion de las

células T con la produccion de IL-2 y la consecuente lisis de las células diana (Bird,

2015).
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Figura 9: Generaciones de CARs. Los CAR de primera generacion solo contienen un dominio de

sefializacion de células T que transmite la sefial de activacion (C, izquierda). Los de segunda generacion

incorporan ademas un dominio coestimulador adicional, predominantemente CD28 (C, centro). Los de

tercera generacion incorporan al menos dos dominios coestimuladores (C, derecha). (Dotti et al., 2009).
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Figura 10: Efectos antitumorales mediados por células T injertadas en CAR. (Cartellieri et al.,
2010).

Las células T modificadas por CAR, pueden reconocer células tumorales por medio de la
unién de CAR a su antigeno asociado a tumores (TAA) independientemente de las
interacciones TCR-MHC/péptido (Figura 10).

Como resultado, las células T se activan y pueden eliminar eficazmente las células
tumorales por la secrecidn de perforina y granzimas, asi como la expresion de FASL y el
ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL)
(Cartellieri et al., 2010). Todo ello, induce la apoptosis selectiva de las células tumorales.
Ademas, otras células inmunitarias que infiltran tumores pueden activarse por la

secrecion de citoquinas.
» Injerto de CARs en células inmunes: métodos de transferencia de genes

Las ventajas del CAR sobre los anticuerpos o ligandos nativos derivan de su asociacion
fisica con ceélulas T efectoras, teniendo la capacidad de conseguir una biodistribucion
activa, con migracion a través de distintos tejidos a lo largo de gradientes de quimiocinas
reclutando multiples mecanismos citotoxicos propios de una célula T (Lamers et al.,
2011). Los protocolos clinicos para la terapia con células T CAR suele implicar el
aislamiento de linfocitos T de los pacientes con cancer, su modificacion ex vivo con los

genes CAR y su expansion a gran escala.

26

——
| —



Los enfoques de manipulacion genética de las células T para la introduccién del transgen
CAR se dirigen a la utilizacion de vectores que lo integran en el ADN de la célula
huésped, usualmente con la administracion de IL-2 para soportar la viabilidad de las
células T modificadas y eficacia. Estos vectores suelen ser virales, siendo los mas

utilizados gammaretrovirus o lentivirus (ambos miembros de la familia de los retrovirus).

Tras la infeccion de la célula diana, el ARN genomico viral es retrotranscrito por la
transcriptasa inversa del virus a ADN, que a su vez se inserta aleatoriamente en el ADN
de la célula huésped a través de una integrasa viral, convirtiéndose asi en parte del genoma
de dicha celula (Ramos et al., 2011).

Sin embargo, recientes avances en el desarrollo de la integracién de vectores no virales
estan comenzando a desafiar este monopolio. La ventaja de los virus como vectores reside
en la eficacia de la transferencia génica, acortdndose los tiempos de cultivo de las células

T para alcanzar cantidades clinicamente significativas.

Estos virus recombinantes a menudo tienen un alto costo y requiere largos periodos de
cultivo celular para permitir la seleccién de células T con integrantes estables, por lo que
una alternativa prometedora es la electroporacion, la cual consiste en la introduccion del

transgen CAR con ADN en forma de plasmido (Curran et al., 2012).
» Objetivos y potencial terapéutico de las células T CAR

El principal objetivo de la terapia de células T adoptivas en pacientes con cancer es
establecer una actividad antitumoral eficaz que pueda reconocer y destruir las células
malignas independientemente de su localizacion tisular. Ademas, esta actividad debe ser

persistente para la posible destruccidn de células tumorales resurgentes.

Para que las células T CAR alcancen su potencial terapéutico completo, deben tener una
expresion robusta y estable. Una estrategia para mejorar la persistencia es alterar el
entorno del organismo, por ejemplo, haciendo que el receptor sea linfopénico o incluso
aplasico mediante quimioterapia y/o radioterapia. También es necesario que las TCAR
posean un trafico adecuado al sitio del tumor y sean resistentes a factores
inmunosupresores relacionados con tumores (Dotti et al., 2009). Actualmente se utilizan
varios métodos para expresar moléculas quiméricas en linfocitos T, cada uno con un perfil

de eficacia, coste y complejidad.
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Ademas de la inmunoterapia contra el cancer, los linfocitos modificados CAR han sido
aplicados con éxito para el tratamiento de las infecciones por virus, y mas recientemente,
se han realizado los primeros estudios experimentales utilizando CARs injertados en

células T reguladoras (Tregs) para el tratamiento de enfermedades autoinmunes.
» Poblaciones expresadas

La mayoria de los estudios se han centrado en la modificacion genética de los subgrupos
de linfocitos méas abundantes, los linfocitos CD4+ y CD8+. Ambos son un componente
potente de la inmunidad adaptativa que contribuye fundamentalmente a la eliminacién de
tumores. Las células T CD4+ actian de una manera independiente del MHC hacia los
TAA de una manera similar a como acttan los linfocitos T CD8+, convirtiéndose en
celulas efectoras citoliticas eficientes mediante su injerto con receptores de antigeno
quimericos. El perfil de citoquinas despues de la estimulacion con antigenos de células T
CD4+ injertadas con CAR es mas diverso en comparacion con sus homélogos de CD8+.

Se observan mayores cantidades de IL-2 y TNF-a (Cartellieri et al., 2010).

En un modelo de ratdn transgénico se ha demostrado que la transferencia adoptiva de
células T CD4+ y CD8+ injertadas con CAR puede rechazar tumores mucho mas
eficazmente que las transferencias populares de células T CD8+ injertadas por su efecto

sinérgico.

Dado que los procedimientos de transferencia genética no son especificos para las células
T, también pueden expresarse otras poblaciones de células inmunitarias, por ejemplo, las
células natural-killer (células NK), las cuales presentan potencial litico intrinseco. Debido
a esta caracteristica, también han sido disefiados CARs activadores de células NK (Sarhan
et al., 2016). Sin embargo, también hay interés en usar este enfoque para amortiguar las
respuestas inmunes a antigenos enddgenos mediante la transduccion de poblaciones de
células T cuya principal funcion es inhibir las respuestas inmunitarias, como es el caso de

las células T reguladoras (celulas Treg).

Estudios clinicos revelaron que un nimero de CAR de primera generacion mostro cierto
éxito en modelos preclinicos y posteriormente en ensayos clinicos. Los tumores objetivo
fueron cancer de ovario, carcinoma de células renales, neuroblastoma, linfoma no
Hodgkin de células B (NHL) y linfoma de células del manto (MCL).
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Aunque estos estudios produjeron resultados clinicos bastante modestos, establecieron la

viabilidad y seguridad de la terapia de la transferencia adoptiva de CAR, allanando el

camino para nuevas mejoras de la capacidad de sefializacion, originando los CAR de

segunda y tercera generacion, ambos actualmente en el campo clinico bajo intensa

investigacion. Alentadoramente, los primeros informes clinicos de estos estudios se han

publicado mostrando algunos resultados prometedores (Tabla 1).

Antigen

CAR CAR CAR gene Clnical trial

'O - o
targeteds Discase generation endodomame transferd Phase gov dentifier
CD19 CLL Second CD35/CD28 RV I NCT00466531
CD19 B-ALL Second CD35/CD28 RV I NCT01044069
CD19 Leukemia Second CD3f/CD28 RV I NCT01416974

YR Lymphomaleukemia First and CD3/CD28 versus _— Iy —
CD19 (BNHL)CLL i, CD3? RY NCT00586391
~D10 NHI First and CD3J/CD28 versus T NCT0060827
CD1¢ B-NHL/CLL g CD3? NCT00608271(
SR Advanced B- COD2BvastE | o5r 00 | v | eranvinomz
cD10 S broadel btk R NCTO0D

NHLCLL CD3Z (EBV) -
CD19 ALL First CD3LEBV RV I NCTO01195480*
CDI19 Lymphomaleukemia Second CD3LCD28 RV 1 NCT00924326
CD19 ALL post-HSCT Second CD3/CD28 RV I NCTO00840853

Tabla 1: Ensayos clinicos representativos de células T CAR (generados a partir de una revisién de

la base de datos clinical trials.gov) (Lipowska-Bhalla et al., 2012).

>

Seguridad de las células T CAR

Recientes ensayos clinicos han revelado diversos peligros potenciales, los cuales ain

impiden el camino a una terapia CAR efectiva:

Una preocupacion importante es el riesgo de toxicidad fuera de la diana
terapéutica, lo que puede resultar en una reaccion autoinmune. Esto es debido a
gue muchos de los antigenos tumorales objetivos de inmunoterapia se comparten
con los tejidos normales, siendo los antigenos estrictamente tumorales menos

abundantes.
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Aunque fisiologicamente estos antigenos se expresan normalmente a niveles bajos
en el tejido normal y se sobreexpresan en el tejido tumoral, la respuesta CAR es
altamente especifica (Tanaka et al., 2017). Esto ocurre especialmente en CARs de
segunda y tercera generacion, los cuales tienen el potencial de responder a niveles
bajos de dianas expresadas fisiolégicamente, dando como resultado una potente
sefial de activacion de las células T.

Para intentar solventar la reaccion autoinmune, se hace uso de infusiones de dosis
mas bajas de células T terapéuticas. Para anular la toxicidad aguda observada, a
dia de hoy se dividen las dosis en dos infusiones. Se extrae como conclusion, que
el uso de CAR con menor afinidad por su antigeno diana puede ser ventajoso en
la prevencion de respuestas autoinmunes. Otra manera de obviar una posible
reaccion autoinmune es incluir un gen suicida, normalmente timidina quinasa del
virus del herpes simple, en células T CAR que podria activarse en caso de
toxicidad aguda conduciendo a la eliminacion de las células T modificadas
(Rosenblum et al., 2016).

Otra cuestion controvertida esta relacionada con la seguridad clinica de los
vectores retrovirales que codifican los CAR que se utilizan para la introduccion
del transgen CAR en células humanas. Estos vectores se integran de forma estable
en el genoma del huésped creando riesgo de mutagénesis por insercion que puede
conducir a una transformacion maligna. Sin embargo, no se han observado
eventos de este tipo en los pacientes tratados con células T modificadas (Zhang et
al., 2016). Aun asi, se toman todas las precauciones posibles para minimizar el

riesgo, incluyendo el uso de vectores lentivirales y electroporacion de ARN.

La potencial inmunogenicidad de las propias moléculas CAR es otra
limitacion. En estos casos, en la mayoria de las ocasiones la respuesta inmune se
dirige contra el dominio extracelular de reconocimiento de antigeno, que
normalmente derivan de anticuerpos monoclonales de raton. El rechazo inmune
de celulas T CAR conduce a su destruccion, reduciendo asi la supervivencia y el
efecto antitumoral. Sin embargo, dicha limitacion se puede evitar mediante el uso

de scFv humanizados o derivados de anticuerpos monoclonales humanos.
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Ademas, existe la alternativa de incluir en los protocolos clinicos regimenes de
acondicionamiento inmunosupresores que pueden ser beneficiosos para
aprovechar plenamente el potencial terapéutico de las células T modificadas con
CAR (Spear et al., 2016).

e Por ultimo, el uso de células T autdélogas requiere que las células T modificadas
con CAR sean generadas para cada paciente de manera individual, proceso
que resulta exigente desde el punto de vista logistico y econémico. De esta
manera, para solventar esta limitacion, se estan dirigiendo actualmente muchos
esfuerzos a la creacion de células T efectoras universales para su administracion
a pacientes independientemente de su tipo de MHC (Johnson y June, 2017).

No obstante, su uso est4d amenazado por la enfermedad de injerto-contra el
huésped (GvHD), pero se ha demostrado que la respuesta del huésped frente al
injerto de células T alogénicas CAR puede ser aprovechado por algunos
moduladores del trafico de células T, lo que potencialmente permite la explotacion

su efecto terapéutico completo (Hebeisen et al., 2015).

» Resumen de la experiencia clinica en pacientes con cancer

Como en la mayoria de los ensayos de fase I, los estudios clinicos publicados han incluido
principalmente pacientes cuya enfermedad no responde a terapias estandar, muchos de
los cuales recibieron multiples regimenes de quimioterapia antes de recibir inmunoterapia
de células T adoptivas. En uno de los primeros estudios clinicos publicados en cancer,
tres pacientes fueron tratados con linfocitos T transducidos retroviralmente con un CAR
especifico para la anhidrasa carbonica IX, un antigeno de membrana expresado por
células de carcinoma renal y una dosis baja de IL-2. Las células T portadoras de CAR
fueron detectadas transitoriamente hasta siete semanas después de la infusion y no se

observaron respuestas tumorales (Novosiadly y Kalos, 2016).

Todos los pacientes desarrollaron niveles bajos de anticuerpos y evidencia de toxicidad
hepatica, este Ultimo causado presuntamente por efectos fuera del destino relacionados

con la expresion de anhidrasa carbonica 1X en los conductos biliares.
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Un estudio que empled un CAR transducido a través de un retrovirus y activado con
OKT3 dirigido al receptor alfa-folato (aFR), expresado en carcinoma ovarico, demostrd
por andlisis de PCR que las células T modificadas genéticamente estaban presentes en la
circulacion a grandes cantidades durante los dos primeros dias después de la infusion,
pero se redujeron rapidamente a cifras casi indetectables al cabo de un mes en los 14
pacientes tratados. Un factor inhibitorio fue muy probablemente un anticuerpo
desarrollado en 6 pacientes sometidos a prueba durante el periodo de tratamiento, lo que
redujo significativamente la capacidad de las células T para responder contra las células

tumorales (Spear et al., 2013).

En otros ensayos, se utilizaron células T modificadas con un CAR especifico para CD171,
una molécula de adhesion celular que se sobreexpresa en el neuroblastoma metastasico y
que puede estar implicada en la progresion de la enfermedad. Estas células se sometieron
a activacion policlonal, electroporacion y un marcador, no observandose toxicidades a
tejidos que expresan CD171 como el sistema nervioso central. La persistencia de las
células T medidas por PCR fue menor de una semana en la mayoria de los pacientes con
enfermedad voluminosa, pero hasta seis semanas en un paciente con carga tumoral mas

pequefia (Hossain et al., 2016).

Recientemente, se han reportado varios ensayos que abordan el tratamiento de las
neoplasias linfoides. En uno de los estudios, siete pacientes con linfomas foliculares
recibieron infusiones de celulas T modificadas con CAR especificos de CD20,
observandose toxicidades minimas. Las células T fueron sometidas a activacion
policlonal y electroporacion plasmidica, persistiendo in vivo hasta nueve semanas en

pacientes que también recibieron inyecciones subcutaneas de IL-2 (Wrangle et al., 2017).
4.3. Futuro y perspectiva

Originariamente, la gran mayoria del trabajo con CAR se realiz0 in vitro o en modelos
animales, pero fue cuestion de tiempo su utilizacién, cada vez mas importante y asidua
en humanos. La inmunoterapia en el cancer fue considerada como el avance cientifico
mas importante por la revista Science hace pocos afios. En este punto, se estan llevando
a cabo un gran numero de ensayos clinicos basados en este gran cuerpo de datos

preclinicos y sus resultados estdn comenzando a publicarse con més auge.
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La Tabla 1 resume algunos TAA gue han sido focalizados, y, aunque la mayoria de los
estudios estan dirigidos al tratamiento de neoplasias malignas, algunos han abordado
infecciones viricas cronicas, como el VIH y trastornos autoinmunes (Bagcchi, 2015).

Es importante destacar que la comprension de los subconjuntos de células T con particular
respeto a los fenotipos Optimos para el injerto, tendrd un impacto sobre las futuras
aproximaciones de las células T CAR. Estrategias para mejorar la activacion del sistema
inmunoldgico innato y el trafico de células T en el microambiente tumoral, junto con la
transferencia de células T adoptivas para aumentar la frecuencia de células T
antitumorales y el bloqueo de vias inmunitarias inhibidoras, pueden ser utilizados en su
conjunto para lograr el beneficio clinico en pacientes con fenotipo de tumor no infiltrado

por células T o “no inflamado” (Sasu y Chaparro-Riggers, 2016).

Las terapias de punto de control inmunol6gico son una nueva clase de inmunoterapia
contra el cancer que constituye un importante avance en las Gltimas décadas, con unos
beneficios reproducibles observados en el 20-30% de los pacientes con canceres
previamente incurables. Sin embargo, hay efectos adversos graves y costos considerables
asociados con la administracion recurrente, por lo que actualmente esta técnica esta en

continuada investigacion.

Por el contrario, la terapia de transferencia celular adoptiva con células T modificadas
tienen caracteristicas que pueden complementar las limitaciones de las terapias de control.
Un gran desafio para la transferencia de células T adoptivas es ampliar su alcance a la
busqueda de nuevas dianas moleculares que guiaran a las células T a tumores especificos.
El enfoque funciona bien en leucemia y otros canceres que afectan a células B, otra clase
de glébulos blancos, sin embargo, una meta mas complicada son los tumores sélidos, los
cuales son menos uniformes que los tumores liquidos (Bayer et al., 2017). Hasta el
momento, los investigadores se han centrado en el melanoma y cancer de rifién debido a
su respuesta positiva a las inmunoterapias en los primeros ensayos, siendo
particularmente visibles al sistema inmunoldgico. Los canceres de mama, colonorrectal,
pancreatico y ovarico son también particularmente propensos a suprimir las células

inmunitarias.

En lo que respecta una prometedora vision de futuro, modelos preclinicos revelan un
potente aumento de la eficacia antitumoral con la combinacion de células T CAR y

bloqueo de control inmune.
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5. CONCLUSIONES

El largo y sinuoso camino de la inmunoterapia nos ha llevado recientemente a éxitos. La
transferencia adoptiva de células T CAR representa una estrategia terapéutica valiosa y
atractiva que en un futuro cercano tendra el potencial de aportar nuevas perspectivas a la
inmunoterapia del cancer y en general, proporcionar una nueva vision en el campo de
tratamiento de la enfermedad. Mientras que los ensayos clinicos con CARs de primera
generacion mostraron un efecto antitumoral bastante modesto, dichos ensayos
establecieron factibilidad, seguridad y mas importante, allanaron el camino para nuevas
mejoras de la funcion CAR, resultando en la ingenieria de segunda y tercera generacion
de CARs.

Hasta ahora, los primeros informes clinicos resultan prometedores para el tratamiento de
tumores, pero también enfatizan desafios que se deben emprender para establecer el
enfoque de células T CAR como una terapia eficaz y segura contra el cancer. A medida
que se descubran mas aspectos acerca de los mecanismos responsables de la activacion
inmune y la generacion de memoria inmunoldgica, las células T modificadas con CAR
probablemente jugardn un papel creciente en la terapia celular de céncer, infecciones

cronicas y trastornos autoinmunes.

Mas allad de estos desarrollos cientificos, las recientes mejoras técnicas en el
procesamiento de células, incluyendo la automatizacion y mejores sistemas de cultivo,
haran que la produccion de células modificadas sea mas simple y rapida, permitiendo el
uso de estas terapias fuera del limitado nimero de centros donde actualmente pueden
administrarse. Paralelamente, estos avances técnicos reduciran los costos de produccion,
lo que, junto a la baja toxicidad, se traducira en una relacion beneficio/coste enormemente

favorable en comparacion con los farmacos de quimioterapia convencionales.

Las ultimas décadas han demostrado que, con pocas excepciones, ninguna droga o
modalidad terapéutica es capaz de curar neoplasias avanzadas. La inmunoterapia, como
prometedora estrategia terapéutica, merece consideracion por parte de la industria
biofarmacéutica y la oncologia clinica comunitaria, ya que resultados recientes ya han
permitido que el cancer inmunolodgico finalmente se lleve a cabo. El control definitivo y
la erradicacion del cancer probablemente requeriran un enfoque combinado que incluya

inmunoterapia.
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