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Resumen

La inmunoterapia contra el cancer se ha posicionado como un procedimiento que
demuestra progresivamente mejores resultados terapéuticos. A lo largo de su historia,
observamos una serie de traspiés y aciertos que circundan el desarrollo de esta
tecnologia. El avance tecnoldgico ha permitido que, en la actualidad, podamos
desarrollar terapias especificas capaces de modular el sistema inmune para inducir
respuestas antitumorales efectivas. Este tipo de terapia ha implicado, sin duda,
una revolucion de importante magnitud en medicina. De aqui se comprende, por
ejemplo, que en los Premios Nobel de Quimica y de Medicina 2018 se crucen
investigaciones que aportan al desarrollo de anticuerpos humanizados para el
tratamiento del cancer. La presente contribucion ofrece una mirada panoramicay
simplificada sobre algunos hitos importantes en el desarrollo de las ciencias, que
han llevado al avance de lo que hoy conocemos como inmunoterapia contra el
cancer, asi como de sus Ultimos hallazgos, para asi, brindar un pequefo
reconocimiento a quienes a lo largo de la historia han contribuido a estos avances.

Palabras claves: Inmunoterapia; Cancer; Terapia; Anticuerpos; Tecnologia.

Abstract

Immunotherapy against cancer has been positioned as a procedure that progressively
shows better therapeutic results. Throughout its history, we observed a series of
missteps and successes that surround the development of this technology. At
present, technological advancement has allowed us to develop specific therapies
capable of modulating the immune system to induce effective antitumor responses.
This type of therapy has involved a revolution of great magnitude in medicine. It is
interesting to consider that the Nobel Prize in Chemistry and Medicine in 2018
crosses research that contributes to the development of humanized antibodies for
the treatment of cancer. This contribution offers a panoramic and simplified look
at some critical milestones in the development of sciences, which have led to the
advancement of what we know today as immunotherapy against cancer, as well
as its latest findings to offer a small recognition to those who have contributed to
these advances.

Keywords: Immunotherapy; Cancer; Therapy; Antibodies; Technology.
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Introduccion

De acuerdo a su etiologia, el cancer
constituye una patologia relaciona-
da al crecimiento descontrolado de
células en un sitio especifico y que,
en estados avanzados, es capaz de
migrar e invadir otros tejidos com-
prometiendo al organismo. Este
crecimiento celular anormal, ocurre
por la generacion y acumulacion de
errores en la informacion genética
y/o por mutaciones. Si estas altera-
ciones genéticas no son reparadas
atiempo, las células portadoras de
las mutaciones pueden transformar-
sey adquirir caracteristicas diferen-
tes a una célula normal originando
el cancer (Martin y Civetta, 2011).
Si bien nuestro material genético
esta constantemente afecto a que
ocurran este tipo de errores -ya sea
debido a agentes externos (muta-
genos) o bien a errores inherentes
al proceso de replicacion-en la
mayor parte de los casos las muta-
ciones son reparadas por la maqui-
naria de reparacion celular y las que
no, pueden no ser deletéreas o bien
pueden inducir la muerte de la cé-
lula (Tafurt y Marin, 2014). Desafor-
tunadamente, en algunos casos las
mutaciones pueden ocurrir en genes
importantes; por ejemplo, en aque-
llos asociados a mecanismos de
control del ciclo celular lo que pue-

de llevar a la induccion de genes
que directamente promueven la
replicacion celular. También, pueden
verse alterados procesos reparativos
del material genético incrementando,
por tanto, la aparicién u ocurrencia
de nuevos errores en la replicacion
del material genético (Orozco et al.,
2010). Como consecuencia, se
genera un genoma inestable, una
condicion caracteristica de las cé-
lulas tumorales (Hanahan y Weinberg,
2011). Adicionalmente, esta trans-
formacion puede llevar, en algunos
casos, a que la célula tumoral ade-
mas sobre exprese proteinas nor-
males, mutadas y/o proteinas de
desarrollo fetal, creando un perfil de
expresion de proteinas alterado, 1o
que convierte a estas células propias
en células extranas para el organis-
mo (Coulie et al., 2014).

Desde sus inicios e incluso hasta
nuestros dias, los tratamientos con-
vencionales contra el cancer se han
orientado hacia la busqueda de
compuestos que ataquen directa-
mente la capacidad de proliferacion
de las células cancerigenas (Tannock,
1998). Particularmente, dichos tra-
tamientos utilizan farmacos que in-
ducen efectos citostaticos, es decir,
que disminuyen o inhiben temporal-

mente la velocidad de replicacion
celular, o citotéxicos, que inducen
la muerte de las células tumorales.
Sin embargo, los agentes quimiote-
rapéuticos no son especificos con-
tra las células tumorales, sino que
también tienen actividad nociva
sobre las células normales (Chabner
y Roberts, 2005; DeVitay Chu, 2008).
Asi se explican los diversos efectos
secundarios de pacientes sometidos
a estas terapias; por ejemplo, la
pérdida del cabello durante quimio-
terapia, inducida por la muerte de
las células que mantienen el folicu-
lo piloso; diarreas y disminucion del
peso, generadas por dafno en el
epitelio gastrointestinal; y la alta
susceptibilidad a contraer enferme-
dades e infecciones, producto de
la inmunosupresion por la disminui-
da capacidad de proliferacion de
los linfocitos un tipo de glébulos
blancos (Montero, 2005). Actual-
mente, se espera que un agente
quimioterapéutico clasico sea capaz
de inducir efectos toxicos preferen-
cialmente en células tumorales, con
efectos toxicos menores o solo a
mayores concentraciones en células
normales o no transformadas (Nur-
gali et al., 2018). Los agentes qui-
mioterapéuticos requieren de una
serie de validaciones en laboratorio
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previo a su utilizacion en pruebas
clinicas. Para ello, se debe confirmar
el efecto de los compuestos en
células tumorales aisladas y cultiva-
das en laboratorio, a través de una
técnica que se conoce como cultivo
celular in vitro. Sin embargo, si bien
pueden observarse efectos prome-
tedores por este medio, ello no im-
plica necesariamente que ocurrira
lo mismo sobre el crecimiento de
una masa tumoral en un organismo.
Esto se debe a que, un tumor se
comporta como un érgano indepen-
diente capaz de autogenerar las
condiciones necesarias para su
crecimiento y preservacion, por
ejemplo, promoviendo la generacion
de nuevos vasos sanguineos que
aseguren el flujo continuo de nu-
trientes y oxigeno a todo el microam-
biente tumoral (Hanahan y Weinberg,
2011). Ensayos in vitro con células
aisladas no permiten, pues, evaluar
el efecto de ésta complejidad tumo-
ral sobre la accion de algun com-
puesto, haciendo necesario el uso
de modelos animales (modelo
preclinico). Con el modelo animal
es posible evaluar el efecto de estas
drogas en un contexto mas real
pudiendo apreciar mejor el efecto
del compuesto sobre células tumo-
rales y células normales al mismo
tiempo. Este estudio in vivo se rea-
liza a través de una técnica conoci-
da como trasplante heterélogo o
xenotrasplante de células tumorales
en ratones (Greene y Murphy, 1945)
(ver anexo Ratones singénicos,
transgénicos y Knock-Out). Esta
estrategia ha sido fundamental para
desarrollar una variedad de farmacos
quimioterapéuticos para el trata-
miento de diversos tipos de cancer.
(fuente http://dtp.nci.nih.gov/bran-
ches/dsch/mechanistic_explanation.
html).

Vigilancia Inmune

El cuerpo cuenta con una estructu-
ra conocida como sistema inmune,
capaz de buscar, reconocer y eli-
minar células que tienen alterada la

expresion de genes debido a pro-
cesos de transformacion ocasiona-
das por diversos tipos de mutaciones
o por infecciones virales. Desafor-
tunadamente, la metodologia de
evaluacion de drogas quimiotera-
péuticas relegé a segundo plano el
papel de la respuesta de este sis-
tema inmune frente al desarrollo de
tumores. Tal como se explica en el
anexo Ratones singénicos, transgé-
nicos y Knock-Out, la evaluacion del
uso de drogas en animales de labo-
ratorio, se realiza en animales cuyo
sistema inmune ha sido eliminado
para asi evitar el rechazo de células
de otra especie permitiendo, por
ejemplo, el crecimiento de células
tumorales de humanos previamente
trasplantadas (Belizario, 2009). Si
bien esto permite evaluar el efecto
directo de drogas sobre el creci-
miento tumoral, limité entender un
posible papel de la respuesta inmu-
noldgica en la proteccion contra el
cancer. La idea de que la respues-
ta inmune participa en el control del
cancer es tan antigua como los
inicios de la caracterizacion del
sistema inmune, y se acufno ya a
principios del siglo pasado. Inicial-
mente la activacion inespecifica del
sistema inmune mediante la inmu-
nizacion con bacterias muertas
realizadas por William Coley a fines
del siglo XIX, dan cuenta de que sin
saberlo ya en esa época se inten-
taba activar el sistema inmune para
generar respuestas antitumorales,
con resultados positivos (Can et al.,
2003). Siguiendo esta linea tempo-
ral Paul Elrich (1854-1915) planted
a principios del 1900 que “durante
el enormemente complicado desa-
rrollo fetal y crecimiento del individuo,
la generacion de células aberrantes
puede llegar a ser bastante comun.
Sin embargo, afortunadamente en
la mayoria de las personas, estas
células se mantienen completamen-
te latentes y no se desarrollan en el
organismo gracias a la accion de
mecanismos positivos de control”
(traduccion del inglés) (Belizario,
2009). Posteriormente, especifica-

mente en 1950, los mecanismos de
control planteados por Elrich fueron
incluidos en un proceso denomina-
do “vigilancia inmune”, que incluye
a los mecanismos celulares y mole-
culares que se encargan de contro-
lar el crecimiento y presencia de
células modificadas, las que al ser
reconocidas como ajenas, inducen
la accion de la respuesta inmune
para su eliminacion (DeVita y Chu,
2008). De esta manera, los postula-
dos desarrollados por Lewis Thomas
y Frank Burnet a mediados del siglo
pasado configuraron la teorfa de
vigilancia inmune propuesta inicial-
mente por Elrich. Gracias a una
serie de observaciones casuales,
asf como al desarrollo significativo
de lainmunologia desde el afio 1970
hasta nuestros dias, se ha revitali-
zado con nueva fuerza este plan-
teamiento -olvidado hasta hace solo
un par de décadas atras (Ribatti,
2015). Actualmente sabemos que,
en el caso de algunos agentes qui-
mioterapéuticos, se requiere de la
activacion continua y efectiva de la
respuesta inmune para observar
efectos terapéuticos. Inicialmente,
esta asociacion no fue identificada
debido a la metodologia utilizada en
la evaluacion y caracterizacion de
los agentes quimioterapéuticos;
ambas realizadas, como se mencio-
nod anteriormente, in vivo utilizando
animales inmunocomprometidos (ver
anexo Ratones singénicos, transgé-
nicos y Knock-Out Figura N° 1: Ge-
neracion de ratones transgeénicos).

Sistema inmune y cancer

Siguiendo con lo ya aludido, las
principales terapias asociadas a los
tratamientos antitumorales atacan
directamente al proceso tumoral
mediante el uso de drogas que limi-
tan la proliferacion celular. No obs-
tante, la generacion de un tumor no
solo depende de la capacidad
descontrolada de las células de
proliferar, sino que también de una
serie de factores adicionales. En
efecto, existe acuerdo en que el
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Figura N° 1. Generacion de ratones transgénicos. Un animal transgénico es aquel que porta un gen extrafio que se ha insertado deliberadamente
en su genoma. Existen dos métodos ampliamente utilizados para la generacion de animales transgénicos: 1. Inyeccion del ADN deseado
(gen) en el pronucleo masculino de un ovocito fertilizado, el cual posteriormente desarrollara un embrién temprano. 2. Transformacion de
células embrionarias (células ES, embryonic stem cells) con el gen deseado, las cuales son insertadas en un embrién temprano. En ambos
casos el embridn temprano es implantado en el Utero de una hembra pseudo-prefiada. Las crias corresponderan a animales quiméricos,
compuestos por células provenientes de las células madre del embrién huésped y células madre embrionarias tratadas. Si algunas de las
células tratadas llegan a ser parte de la linea germinal del ratén, algunos de sus gametos seran derivados de la célula donante. Si estos
ratones quiméricos se cruzan con un ratén tipo salvaje (normal), algunas de sus progenies llevaran una copia del gen insertado, por lo
tanto seran heterocigotos para ese gen. Cuando estas progenies heterocigotas se cruzan entre sf, cerca del 25% de las crias llevaran dos
copias del gen insertado en cada una de las células de su cuerpo, siendo un animal homocigoto para ese gen.
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cancer corresponde a un proceso
multifactorial, modulado por diversas
propiedades que va adquiriendo el
tumor durante su desarrollo (Hana-
han y Weinberg, 2011). A la fecha
se han caracterizado un sinnimero
de procesos adaptativos intrinsecos
del tumor que buscan aumentar su
sobrevida y disminuir la posibilidad
de su destruccion, incluyendo la
modulacion negativa de la respues-
ta inmune (Cavallo et al., 2011;
Gutschner y Diederich, 2012), por
lo cual la estimacion del sistema
inmune contra el tumor de no ser
resolutiva podria ser importante para
el tratamiento contra esta enferme-
dad (Del Paggio, 2018). Debido a
que la activacion de la respuesta
inmune es requerida para la eficacia
de algunos agentes quimioterapéu-
ticos como el cisplatino, entre otros
(Krysko et al., 2012; Vacchelli et al.,
2014) (ver anexo Muerte celular
inmunogénica), surgen dos pregun-
tas fundamentales: ;, Como se expli-
ca que un tumor genere un proceso
que evita la respuesta inmune?; vy,
,qué ocasiona que la respuesta
inmune pase de ser un mecanismo
de regulacion y de vigilancia cons-
tante de las células transformadas
a constituir una condicion permisiva
del crecimiento desmedido de estas
células transformadas?

Para responder estas interrogantes
es crucial comprender la naturaleza
de las células tumorales. Su prolife-
racion descontrolada esta asociada
a la ausencia de mecanismos de
regulacion y reparacion del genoma,
de lo que se desprende que una
célula tumoral pueda adquirir nuevas
mutaciones producto de los errores
inherentes al proceso de sintesis del
DNA en cada ciclo replicativo
(Vazquez-Ramos, 2016). La adqui-
sicion de estos errores permite que
por una causa azarosa o ligada a
efectos pleiotropicos se expresen
moléculas capaces de regular ne-
gativamente la respuesta inmune;
por ej. citoquinas antinflamatorias y
moléculas reguladoras de la res-

puesta inmune (ver anexo Procesa-
miento y Presentacion de antigenos
tumorales Figura N° 2: Presentacion
de antigenos, activacion e inhibicion
de linfocitos T).

En la década del 80 del siglo pasa-
do cientificos dieron con un impor-

tante hallazgo al observar que
existen linfocitos T especificos
contra tumores que infiltran al tumor,
por lo que son llamados linfocitos T
infiltrantes de Tumor (TILT por sus
siglas en inglés) (Chiou et al., 2005;
Baladamenti et al., 2018). Sin em-
bargo, pese a que reconocen anti-

Organo linfoide
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8
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Figura N° 2. Presentacion de antigenos, activacion e inhibicion de linfocitos T. En los 6rganos
linfoides secundarios, como los nédulos linfaticos y el bazo, la presentacion de antigenos
por las células presentadoras de antigenos (CPA) competentes, que poseen moléculas
coestimuladoras como B7, estimula una respuesta normal de células T, produciendo linfocitos
efectores capaces de inhibir el crecimiento tumoral (A). Si la célula T reconoce el antigeno
presentador por una CPA deficiente en moléculas coestimuladoras, se producird anergia
clonal, es decir linfocitos T no funcionales (B). En condiciones normales en érganos linfoides,
existen mecanismos de control de la respuesta inmune. Entre ello, la estimulacion de CD28
por B7 induce también la produccién de CTLA-4 en el linfocito T, que compite con CD28 por
B7, lo que reduce las sefales de activacion de las células T y permite “apagar” la respuesta
en una etapa temprana de su estimulacion (C). En el microambiente tumoral, PD-1 expresado
por el linfocito T efector (ya previamente activado por CPAs) reconoce a su ligando PD-L1
el expresado por células tumorales o células CPAs infiltrantes, esta interaccion inhibe la
capacidad del linfocito T de destruir a la célula tumoral, promoviendo el desarrollo del tumor
(D). De este modo, la utilizaciéon de anticuerpos para inhibir la interaccion B7/CTLA-4 en la
etapa inicial de la activacion del linfocito T, y de PD-1/PD-L1 durante su etapa efectora en
el tumor, impide la inhibicion de la accion de los linfocitos T, permitiendo su accion sobre el
crecimiento tumoral.
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genos tumorales especificos, dichos
linfocitos no son funcionales y por
ello, son incapaces de inducir una
respuesta adaptativa protectora que
destruya las células transformadas
(Cavallo et al., 2011). Ahora bien,
surgen mas preguntas: ;,Como un
tumor puede inducir linfocitos espe-
cificos que no sean funcionales, es
decir que no se puedan activar para
inducir una respuesta inmune? Los
mecanismos pueden ser variados y
se relacionan directamente al incre-
mento de un tipo particular de linfo-
citos — los linfocitos T reguladores-
cuya funcién radica en la induccion
de procesos de tolerancia. Entonces,
¢,como se generan estos linfocitos?
¢ Cuél es el o los mecanismos que
llevan a este proceso de tolerancia?
La respuesta proviene nuevamente
al entender cémo se comporta el
tumor y como este puede modular
de forma negativa la induccion de
la respuesta inmune, incluyendo la
produccion de citoquinas y la pre-
sentacion de antigenos (ver anexo
Procesamiento y Presentacion de
antigenos tumorales).

Células dendriticas (DCs)
como punto de partida en
inmunoterapia

Enla década de 1970, Ralph Stein-
man descubre las células dendriticas,
generando una linea de investigacion
que permitié el estudio y caracteri-
zacion en profundidad de estas
células. Gracias a este descubri-
miento, asi como por su importante
contribucion al campo de la inmu-
nologia (especificamente en la
presentacion de antigenos por cé-
lulas dendriticas y su alta eficiencia
para activar los linfocitos), le fue
otorgado el Premio Nobel en 2011.
Precisamente, la importancia de las
células dendriticas en el control del
sistema inmune es responsable de
gue comenzara a pensarse en la
estimulacion inmune como un posi-
ble uso terapéutico (Steinman, 2007).
Un punto de inflexion se produce
cuando resulta posible diferenciar
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in vitro una gran cantidad de células
dendriticas a partir de precursores
presentes en tejidos de facil acceso,
como la sangre periférica. Una vez
diferenciadas in vitro fue posible
“educar” a estas células para mon-
tar una respuesta inmune contra el
tumor al interior del paciente (Ban-
chereau y Palucka, 2005; Bol et al.,
2016). Con todo, pese a que en
varios tipos de tumores este trata-
miento es notablemente efectivo, en
otros no lo es. Evidentemente, esto
genera un cuestionamiento central:
¢ Coémo es posible que, a pesar de
estimular correctamente a linfocitos
antitumorales especificos, el sistema
inmune no sea capaz de actuar
contra las células tumorales? Nue-
vamente, la explicaciéon parece ra-
dicar en la naturaleza misma de las
células tumorales. La inestabilidad
gendmica permite que, gracias a
una causa azarosa, el tumor comien-
ce a expresar moléculas capaces
de regular negativamente la res-
puesta inmune.

El afio 2018, los Dres. James P.
Allison y Tasuku Honjo, fueron ga-
lardonados con el Premio Nobel por
sus contribuciones en el campo de
la inmunoterapia pasiva. Dicha te-
rapia consiste en un tratamiento que
utiliza anticuerpos monoclonales
humanizados (ver anexo Anticuerpos
monoclonales y humanizados, Figura
N° 3: Secuencia de la recombinacion
de segmentos de genes de inmu-
noglobulinas (VDJ). Figura N° 4:
Generacion de anticuerpos mono-
clonales por técnica de hibridoma)
capaces de bloquear los puntos de
chequeo de la respuesta inmune
activando procesos de respuesta
inmune adaptativa (lwai et al., 2002;
Peggs et al., 2006). En condiciones
fisiologicas, las interacciones de las
proteinas CD80/86-CTLA-4 y PD-
L1/2-PD en la superficie de células
inmunes son puntos de chequeo
que permiten inhibir la respuesta a
autoantigenos (antigenos propios),
previniendo la autoinmunidad (ver
anexo Procesamiento, Presentacion

de antigenos y respuesta inmune).
Precisamente estas vias estan so-
bre-expresadas en el cancer y ello
conduce a una evasion de la res-
puesta inmune y el escape tumoral.
Estudios clinicos de inhibidores de
estos puntos de chequeo inmuno-
l6gicos muestran una disminucion
en la supresion del sistema inmune
y un aumento de la respuesta anti-
tumoral (Cavallo et al., 2011). Evi-
dentemente, tanto el disefio como
la construccion de este tipo de an-
ticuerpos no es asunto facil. En la
mencionada década de los 80, se
comenzé a pensar en alternativas
para la construccion de anticuerpos
y regiones de anticuerpos que re-
conozcan antigenos de interés o
blancos terapéuticos para también
ser utilizados en enfermedades
distintas del cancer. Fue el descu-
brimiento o, mejor dicho, la innova-
cion generada por George Smith
sobre el uso de librerias de fagos
(ver anexo Figura N° 5) lo que per-
mitié que el proceso de generacion
de estructuras que reconozcan
antigenos especificos fuese mas
facil, optimizando la produccion y
generacion de anticuerpos mono-
clonales.

Pese a que los avances y procesos
descritos no llevan méas de 100 afos,
los tiempos de Elrich parecen tre-
mendamente lejanos. Asi, resulta
facil perder de vista la compleja
construccion de conocimiento y
tecnologia que se ha venido erigien-
do entre la medicina y la quimica.
En el aflo 2012 la prestigiosa revis-
ta Nature (Review in Immunology)
dedicd un volumen completo a la
inmunologia antitumoral e inmuno-
terapia (Nature Review in Immuno-
logy, 2012), lo cual desde entonces,
se perfilaba como una importante
opcion de tratamiento. Por ello,
hemos querido destacar los pasos
decisivos en la historia del estudio
sobre el cancer, que fue inspirado
en gran medida por una mezcla
entre mentes visionarias, errores no
inducidos y procesos no concate-
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Figura N° 3. Secuencia de la recombinacion de segmentos de genes de inmunoglobulinas (VDJ). Las inmunoglobulinas estan formadas por
una cadena liviana y una pesada, cada una de las cuales contiene una regién constante (cabeza de una llave) y una variable (dientes de
una llave) que contiene la region de union al antigeno. Las inmunoglobulinas funcionales se producen durante la maduracion de los linfocitos
B en un proceso en el que los segmentos de la region variable se reordenan determinando la conformacion del sitio de unién al antigeno.
En el caso de la cadena pesada, su region variable esté codificada por tres tipos de segmentos génicos V, D y J. Durante la recombinacion,
en primer lugar, una de las versiones del segmento D se yuxtapone a una J. Posteriormente, una version del segmento V se recluta para
acercarse a las dos anteriores. Ahora es posible la sintesis de una ARN con los segmentos necesarios (VDJ y C) que se procesaran por
escision intronica y se traduciran a proteina. En el caso de la cadena liviana la recombinacion es similar, pero mas simple, ya que no incluye
segmentos D. Asi, la variabilidad de recombinaciones que puede surgir entre los distintos segmentos en la region variable, determina el
tipo de antigeno que sera reconocido por dicha inmunoglobulina, al igual que el patrén de dientes que tenga una llave determina la cerradura
que abrira.
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Figura N° 4. Generacion de anticuerpos monoclonales por técnica de hibridoma. Los anticuerpos monoclonales van dirigidos contra un
mismo epitope (parte del antigeno que es reconocida por el anticuerpo), de un mismo antigeno lo que los clasifica como ultra especificos.
Para obtener una solucion que contenga un sélo anticuerpo, es necesario lograr la proliferacion de un sélo Linfocito B. La manera de hacerlo
consiste en fusionar una célula plasmatica especifica para el antigeno deseado, con otra célula que posea una capacidad indefinida de
division (célula tumoral). Por tanto, la célula fusionada, llamado hibridoma, sera capaz de vivir en cultivo, dividirse y producir anticuerpos
monoclonales, los cuales posteriormente son purificados.
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Figura N° 5. Fago Display. La generacion de bibliotecas de fagos es una poderosa herramienta de investigacion para el estudio de interacciones
entre proteinas, como ocurre entre un antigeno y un anticuerpo. Para ello, el gen que codifica para distintos anticuerpos puede ser aislado
y clonado en un vector que contiene las secuencias génicas necesarias para la produccion de fagos. La transformacion de bacterias con
este vector de expresion que contiene el gen de un anticuerpo, dara paso a la formacién de fagos que contienen en su interior dicho gen'y
que expresan en su superficie el anticuerpo. Los fagos se seleccionan mediante un proceso de biopanning. Este proceso de implica cuatro
pasos principales: preparacion de bibliotecas de péptidos con fagos, captura de fagos especificos que se unen al objetivo, lavado de fagos
de baja afinidad o no especificos de la superficie celular y recuperacion de los fagos unidos. Después, los fagos eluidos se amplifican y se
inicia una nueva ronda, de forma que la libreria pierde diversidad pero se enriquece en el nimero de fagos de interés. Estos son analizados
para determinar la secuencia génica que dio origen a ese anticuerpo en particular.
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nados. No nos cabe duda de que,
en un par de lustros, sus meditacio-
nes, herramientas e hipotesis tendran
cada vez mas protagonismo en lo
referente a estrategias terapéuticas
para el control y tratamiento de una
serie de patologias, incluido el can-
cer (Farkona et al., 2016).

ANEXOS

Ratones singénicos, transgénicos
y Knock-Out

Los ratones de experimentacion
corresponden a un modelo muy
utilizado y cuyo origen se remonta
hacia la década de 1920, producto
de un trabajo exhaustivo de Claren-
ce Cook Little (Crow y Dove, 2002).
La idea de Little fue montar un mo-
delo animal para sus investigaciones
en genética clasica, que garantiza-
ra resultados experimentales 6ptimos
y reproducibles en estudios de
transmisibilidad de genes. Estos
animales fueron criados a partir de
cruzas sucesivas entre familiares de
parentesco genético cercano (her-
mana-hermano), durante 20 gene-
raciones, con el propdsito de ase-
gurar familias en las que todos los
individuos son homocigotos y poseen
la misma dotacion genética (singé-
nicos). Gracias a estos animales ha
sido posible también manipularlos
genéticamente, generando ratones
transgénicos (que portan genes de
otra especie) e incluso producir
animales en los cuales es posible
eliminar genes especificos para
poder estudiar su funcion; llamados
animales Knock-Out. El primer raton
Knockout fue producido entre 1987
y 1989 por Oliver Smithies, Mario R.
Capecchiy Martin Evans (Beckman,
2008), logro por el que recibieron el
Premio Nobel de Medicina en el afo
2007 (Beckman, 2008). Este tipo de
animales son producidos a través
de una manipulacion genética a
nivel de células embrionarias. Dado
que las células de un embrion en
etapa temprana de desarrollo son
totipotenciales, mediante el uso de
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herramientas moleculares especifi-
cas se les puede transferir diferen-
tes genes. Mediante la induccién de
un proceso gque se CONOCe COmMoO
recombinacion homologa de ADN,
también se puede producir la elimi-
nacion funcional de un gen. Una vez
generadas estas células embriona-
rias modificadas, éstas pueden ser
reintroducidas a un ovocito de 24
células de raton para ser reimplan-
tado en una madre sustituta. La
célula modificada dara lugar a tejido
del embrién y generara un animal
quimérico, nombre dado a partir de
las figuras mitologicas hibridas de
mas de 1 especie (en este caso
quimérico por la co-existencia de
genes modificados y naturales). Los
cruces repetidos pueden generar
un animal homocigoto con las dos
copias idénticas del gen de interés
modificado (Figura N° 1). Algunas
manipulaciones en genes que estan
implicados en el desarrollo de linfo-
citos han llegado a generar diferen-
tes tipos de animales que no poseen
respuesta inmune adaptativa, ha-
ciendo mas expedito desarrollar
trasplantes, incluyendo tejidos de
otras especies: xeno-transplantes.
Esta ultima caracteristica es respon-
sable del avance del xenotrasplan-
te de células tumorales, las cuales
poseen la capacidad de crecer en
el hospedero y comportarse de
forma similar a como se desarrolla-
ria un tumor ya formado en un ser
humano, aumentando las posibili-
dades de estudiar el efecto citoto-
Xico o citostatico de los quimiotera-
péuticos para el uso humano (Sykes,
2007).

Muerte celular inmunogénica

Las células presentes en un orga-
nismo mueren constantemente, ya
sea en un ciclo de destruccion de
células dafiadas y/o por renovacion
de tejidos en otros casos. La muer-
te celular se clasifica de acuerdo
con sus caracteristicas en dos
grandes tipos: necrosis y apoptosis.
La necrosis corresponde a un tipo

de muerte que se asocia principal-
mente a dafios de tejidos como lo
que sucede en caso de cortaduras,
quemaduras y otros tipos de dafos.
A nivel celular, la destruccion de la
célula lleva al vaciamiento de su
contenido al espacio intercelular,
promoviendo una respuesta infla-
matoria. La apoptosis, por su parte,
se define como un tipo de muerte
celular programada que, a diferen-
cia de la necrosis, no gatilla infla-
macion (Elmore, 2007). Este tipo de
muerte induce la generacion de
pequefias estructuras rodeadas de
una membrana, como si la célula se
fragmentara en pequefias porciones,
pero manteniendo los componentes
de la célula muerta al interior de
estas estructuras. La apoptosis fue
caracterizada inicialmente en el
desarrollo embrionario y es, entre
otros procesos, la responsable de
la pérdida de la membrana interdi-
gital en los fetos humanos. En el
contexto de muerte celular, uno de
los efectos indirectos de algunos
agentes quimioterapéuticos antican-
cerigenos, consiste en la capacidad
de inducir un tipo de muerte celular
especifica, denominada reciente-
mente como muerte celular inmuno-
génica (Kepp et al., 2009; Krysko
et al., 2012; Vacchelli et al., 2014).
Este tipo de muerte es capaz de
inducir la respuesta inmune, ya que
las células presentadoras de anti-
genos (CPA) migran al sitio del tumor
y fagocitan los restos generados
después de este tipo de muerte
celular. Los restos tumorales con-
tienen una gran cantidad de protei-
nas, entre las cuales existen protei-
nas que se generan a partir de
genes mutados (lo cual se conoce
como traduccién de proteinas), que
pueden ser reconocidas como pro-
tefnas no-propias o antigenos contra
las cuales se montara una respues-
ta inmune. Ademas, este tipo de
muerte genera la liberacion de
factores conocidos como Patrones
Moleculares asociados a Dano
(DAMPs), los cuales son capaces
de inducir la expresion de moléculas
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coestimuladoras e inducir una co-
rrecta respuesta inmune (Garg et
al., 2010; Krysko et al., 2013).

Procesamiento, presentacion de
antigenos y respuesta inmune

El proceso de procesamiento y
presentacion antigénica profesional
es realizado por células del sistema
inmune conocidas como células
presentadoras de antigenos (CPA).
Este grupo de células, dentro del
cual estan las células dendriticas,
macrofagos vy linfocitos B, pueden
tomar proteinas propias y no propias
(microorganismos y proteinas mu-
tadas) y desarmarlas en pequefios
fragmentos. Estos fragmentos seran
expuestos en la superficie de las
células unidas a receptores espe-
ciales llamados proteinas del com-
plejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC por sus siglas en Ingles). El
complejo formado por el fragmento
proteico (antigeno) y el MHC es
reconocido por el receptor del lin-
focito T o TCR (por sus siglas en
inglés). Sin embargo, para que se
produzca la respuesta inmune de
los linfocitos, es necesario que estas
CPA expresen ademas otros recep-
tores que se conocen como molé-
culas de coestimulacion. La CPA
presenta en su superficie las molé-
culas denominadas CD80 y/o CD86
que tienen una funcion estimulado-
ra de los linfocitos cuando se unen
con la molécula CD28 presente en
el linfocito; si, por otra parte, la unién
de CD80/86 se une a otra molécula
presente en el linfocito, la molécula
CTLA-4, ocurre una inhibicion del
linfocito (Abbas, 2003). En términos
generales, este proceso de equilibrio
entre induccion de respuesta y
freno de esta es crucial en el orga-
nismo, debido a que una activacion
exacerbada puede terminar en la
induccion de una respuesta autoin-
mune. Los linfocitos que pueden ser
activados por la respuesta inmune
corresponden a linfocitos T del tipo
CD4 o CD8. Los linfocitos T CD4
producen algunas proteinas solubles

lamadas citoquinas, las cuales
tienen como funciéon regular de
forma positiva la activacion de sub-
tipos de células efectoras como los
macrofagos y los linfocitos CD8,
mientras que otras también pueden
regular de forma negativa la res-
puesta generando un freno para la
sobre-activacion. Los linfocitos T
CD8+ son las células efectoras fi-
nales de la respuesta celular y son
capaces de atacar células infectadas,
reconociendo los antigenos en el
MHC | y llevando a la destruccion
de las células reconocidas. Estos
linfocitos al igual que toda la res-
puesta inmune esta afecta a un
proceso de regulacion. Particular-
mente, los linfocitos TCD8+ o cito-
toxicos, son regulados por la molé-
cula de Muerte Celular Programada
1 (PD-1) que se expresa en los lin-
focitos T. En este caso, la unién del
receptor PD1 con su ligando PD-L1
y PD-L2 deriva en la inhibicion de la
actividad citotoxica de los linfocitos
(Figura N° 2) (Grothuis y Neefjes,
2005; Neefjes et al.,, 2011; Blum et
al., 2013; Reis e Sousa y Unanue,
2014).

Anticuerpos monoclonales
y humanizados

Ademas de la respuesta inmune
celular, el sistema inmune también
puede reaccionar generando una
respuesta denominada humoral o
soluble. Esta se produce por la
activacion de los linfocitos B que
generan y que, posteriormente se-
cretan una proteina denominada
inmunoglobulina o anticuerpo. Las
inmunoglobulinas reconocen una
porcién especifica de proteinas u
otras estructuras moleculares. Cada
linfocito B presente en el organismo
es capaz de sintetizar solo un tipo
de inmunoglobulina, dado que esta
se genera mediante un proceso que
se conoce como recombinacion de
segmentos de genes de inmunoglo-
bulinas (recombinacion VDJ) (Maki
et al., 1980). Lo anterior implica un
reordenamiento azaroso entre dis-

tintos segmentos de una region
especifica del genoma de los linfo-
citos, responsable de que (al igual
que los copos de nieve) no exista
un anticuerpo igual a otro. Este
proceso permite la generacion de
un amplio repertorio (especificidades)
de anticuerpos y es un caso unico
de las células soméaticas. Este me-
canismo fue descrito por Susumo
Tonegawa, quien por este tremendo
descubrimiento se adjudico el Pre-
mio Nobel en 1987. Este proceso
también ocurre en la generacion del
repertorio del TCR en los linfocitos
T. Para entender su complejidad, es
atil remitir a un ejemplo: Supéngamos
que uno tiene una caja fuerte total-
mente inviolable y que en el interior
posee la coleccion de vasijas chinas
del siglo | de nuestra era, pero jper-
di¢ lallave! Dado que en el ejemplo
no caben la figura del cerrajero y
del ladrén ¢ Como abrir la caja fuer-
te? Pensemos que dinamitar la
puerta o cualquier mecanismo de
fuerza no es una opcion, dado que
romperia la porcelana. Asi, una
opcién mas sensata seria optar por
conseguir una serie de llaves de
diferentes tipos, y al azar, con el fin
de lograr encontrar alguna que fi-
nalmente logre abrir la caja. Eviden-
temente, si esta opcioén se realiza
en forma manual podria durar una
eternidad, por lo cual exige una
automatizacion. Una maquina, o un
robot, estaria a cargo de la tarea de
combinar diferentes tipos de llaves;
sin embargo, para hacerlo mas ra-
pido aun, dividimos la llave en 4
sectores imaginarios y ponemos a
4 robots en la misma actividad, pero
cada uno con programaciones di-
ferentes. Ya teniendo las llaves
podriamos —sin duda, con paciencia-
llegar a abrir la caja. En todo este
ejercicio tendremos ademas llaves
que permitan abrir cerraduras que
incluso aun no han sido disefadas
(Figura N° 3).

Volviendo a los anticuerpos, a fines
del siglo XIX estos fueron caracte-
rizados funcionalmente por Emil
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Adolf von Behring y Shibasaburo
Kitasato. Ambos describieron la
actividad del suero para neutralizar
la difteria y la toxina tetanica, y en
base a sus observaciones estable-
cieron la existencia de un mediador
sanguineo soluble, dandole el nom-
bre de anticuerpo. En 1975 George
Kohler y César Milstein desarrollaron
los anticuerpos “monoclonales”, lo
que corresponde a una técnica para
la obtencion de anticuerpos puros
contra un determinado antigeno
(Figura N° 4). Los descubrimientos
de Koéhler y Milstein revolucionaron
el campo de la biotecnologia y re-
presentan la base para el reconoci-
miento especifico de antigenos de
interés, siendo la base de examenes
tan comunes como el test de emba-
razo o el examen del VIH (Milstein
y Koholer, 1975). Por este desarro-
llo, ambos obtuvieron el Premio
Nobel en 1984. Este proceso resul-
t6 ser importantisimo en el desarro-
llo de la biotecnologia, debido a la
alta especificidad que tiene un an-
ticuerpo para discriminar entre es-
tructuras que son casi idénticas, y
por ello tiene el potencial de ser
disefado para reconocer estructuras
diferentes entre células tumorales y
normales. Si bien este proceso pre-
senta una serie de posibilidades,
considerando la gran cantidad de
estructuras que podrian llegar a ser
reconocidas por los anticuerpos, la
produccion de anticuerpos contra
proteinas humanas puede ser rea-
lizada solo en animales de experi-
mentacion y no en el mismo hospe-
dero al cual sera utilizado como
terapia. Desafortunadamente, debi-
do a que los anticuerpos monoclo-
nales son producidos en otra espe-
cie, su Uso en seres humanos tiene
baja efectividad. El sistema inmune
del ser humano reconoce rapida-
mente los anticuerpos como ajenos
y los neutralizaria impidiendo su
funcion. Esta problematica ha co-
menzado a ser resuelta mediante
una tecnologia que se conoce como

humanizacion de anticuerpos mo-
noclonales. Esta humanizacion
consiste en reemplazar la mayor
parte de las regiones conservadas
de lainmunoglobulina de raton, por
secuencias de proteinas de humanos,
haciendo el anticuerpo muy similar
a uno humano e impidiendo de esta
forma que el anticuerpo pueda ser
eliminado por el propio sistema in-
mune. Este avance significod para
Sir Gregory P. Winter la obtencion
del premio Nobel de Quimica este
afio. Desafortunadamente, este
proceso para la generacion y huma-
nizacion de anticuerpos no es sim-
ple y las humanizaciones pueden
generar proteinas que no necesa-
riamente mantengan su actividad
de reconocer los antigenos. Asi, esto
da pie a una siguiente tecnologia a
tratar denominada Fago Display que
resuelve la problematica de como
generar una amplitud diferente de
proteinas especificas. Figura N° 5
obtencion monoclonales.

Fago Display

Como tecnologia del Fago Display
se entiende la produccion de pro-
teinas con la capacidad de recono-
cer anticuerpos que fue desarrolla-
da por George Smith. Primero es
necesario saber que los fagos co-
rresponden a virus que infectan
bacterias. Los fagos poseen una
estructura y material genético muy
simple que contiene genes que
codifican para proteinas que, a su
vez, permiten su propia replicacion
y que forman su estructura capsular.
En el caso de los virus con estruc-
tura icosaédrica son aquellos que
corresponden a un fago que infecta
las bacterias E. coli. Al ser este fago
tan simple, se pueden generar pro-
tefnas de fusion o quiméricas me-
diante ingenieria genética. Asi, en
la envoltura del fago se insertan las
proteinas quiméricas quedando
expuestas hacia el exterior. Las li-
brerias de fagos se caracterizaran

por el tipo de (poli)-péptidos utiliza-
dos para construirlas. Se incluyen
aquellas que despliegan regiones
responsables de la unién del anti-
cuerpo al antigeno, como son los
fragmentos Fab o solamente las
regiones variables (scFvs), que se
construyen mediante combinacion
previa de los genes que codifican
las regiones variables de los anti-
cuerpos en los linfocitos B y su
posterior insercion el vector del fago.
Para encontrar fagos que reconoz-
can el blanco de interés, se lleva a
cabo un proceso de selecciéon co-
nocido como biopanning, el cual
consta de cuatro fases: (1) inmovi-
lizacion del blanco en un soporte;
(2) union de los fagos al blanco; (3)
lavado y eliminacion de los fagos
que no interaccionan; (4) elucion de
los fagos que han interaccionado,
para poder amplificarlos mediante
infeccion en bacterias. Voviéndo a
nuestro ejemplo: El sistema del Fago
Display se parece a nuestra maqui-
na, robot, de generar llaves, pudien-
do generar combinatorias que
permiten en algun momento generar
una estructura que habré la cerra-
dura (Figura N° 5). Sin embargo, la
tecnologia del Fago Display permi-
te ademas probar estas llaves, ;cémo
lo hace? Supongamos que descu-
brimos que la llave original estuvo
guardada envuelta en un papel y
logramos adquirir a partir de este
papel, el contorno mas o menos
certero de la llave. Sin duda, esto
facilitaria enormemente poder dis-
criminar la llave que nos sirve, dado
que podriamos filtrar solo aquellas
llaves que sean de la forma idonea,
reduciendo de forma efectiva una
serie de errores. En resumen, po-
driamos dejar que un sistema simple
genere miles de millones de copias
de llaves y dejamos, al mismo tiem-
PO, que el mismo sistema las prue-
be para finalmente determinar cuél
era la copia que abre nuestra caja
fuerte.
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