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Inmunoterapia activa en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas

Active immunotherapy in the treatment of haematological neoplasias

S. Inogés, M. Rodriguez Calvillo, A. Lopez Diaz de Cerio, N. Zabalegui, I. Melero, A. San-

chez Ibarrola, E. Rocha, M. Bendandi

RESUMEN

La continua bisqueda de abordajes terapéuticos
que mejoren los tratamientos convencionales de las
enfermedades neoplasicas junto con el mejor conoci-
miento del sistema inmunitario ha llevado en los ulti-
mos afos al desarrollo de la inmunoterapia.

Basicamente se pueden distinguir dos formas de
inmunoterapia: la inmunoterapia pasiva, que consiste
en la transferencia de anticuerpos o células previa-
mente generados in vitro que se dirigen contra el
tumor, y la inmunoterapia activa, que pretende activar
in vivo el sistema inmunitario e inducirlo a elaborar
una respuesta especifica contra los antigenos tumora-
les. Las neoplasias hematologicas, concretamente algu-
nos linfomas B, expresan en su membrana una inmu-
noglobulina que se considera un verdadero antigeno
especifico de tumor; por eso estas enfermedades se
han convertido en la diana ideal de los tratamientos de
inmunoterapia. Las alternativas son muchas, desde las
vacunas proteicas que ya han demostrado beneficios
clinicos, hasta las de segunda generacién, que aprove-
chan las nuevas técnicas de biologia molecular para
aumentar la eficacia de las vacunas y conseguir su pro-
duccién de forma mas rapida y menos costosa, pero
con las que todavia no hay resultados clinicos definiti-
VOs.

Palabras clave. Vacuna idiotipica. Células dendri-
ticas. Inmunoterapia. Linfoma folicular.
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ABSTRACT

The continuous search for therapeutic approach-
es that improve the conventional treatments of neo-
plasms, together with an improved understanding of
the immune system, has led in recent years to the
development of Inmunotherapy.

Basically, a distinction can be made between two
forms of immunotherapy: passive immunotherapy,
which consists in the transfer of antibodies or cells
previously generated in vitro that are directed against
the tumour, and active immunotherapy, which
attempts to activate in vivo the immune system and
induce it to elaborate a specific response against the
tumor antibodies. Hematological neoplasms, specifi-
cally some B lymphomas, express in their membrane
an immunoglobulin that is considered a specific anti-
gen of the tumour, which is why these diseases have
become the ideal target for immunotherapy treat-
ments. There are many alternatives, ranging from pro-
tein vaccines, which have already shown clinical bene-
fits, to those of the second generation, which make use
of the new techniques of molecular biology to increase
the efficacy of the vaccines and obtain their produc-
tion in a quicker and less costly way, but with which
there are not yet definitive clinical results.
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INMUNOTERAPIA ACTIVA EN EL
TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

La limitada eficacia de muchas estrate-
gias convencionales (cirugia, quimiotera-
pia, radioterapia) en el tratamiento de la
mayoria de tumores soélidos y en ciertas
hemopatias malignas justifica la blisqueda
de nuevas estrategias para intentar mejo-
rar los resultados de los protocolos tera-
péuticos aplicados hasta la fecha. La pro-
piedad del sistema inmunitario para
reconocer y en muchos casos destruir
células tumorales ha hecho que se consi-
dere a la inmunoterapia como una modali-
dad terapéutica complementaria a los tra-
tamientos habituales.

El objetivo de la inmunoterapia es esta-
blecer, reparar o aumentar la respuesta
inmune frente a una enfermedad, en este
caso las enfermedades oncolbgicas. De
esta forma, se pretende conseguir una des-
truccion selectiva de las células tumorales,
eliminando asi los efectos que sobre célu-
las normales tienen la radioterapia y la qui-
mioterapia. Aunque este objetivo se ha
buscado desde principios del siglo XX,
realmente todavia son pocas las indicacio-
nes en las que la inmunoterapia ha demos-
trado ser realmente til.

Desde el desarrollo de los primeros tra-
tamientos contra el cancer, los tumores
hematoldgicos han sido los primeros en
los que se han investigado tratamientos
innovadores que vayan mejorando los con-
vencionales. De hecho, la combinacion de
farmacos y el concepto de intensificacion
de dosis inicialmente aplicado con éxito en
tumores hematoldgicos, se ha utilizado
posteriormente en el tratamiento de otros

Tabla 1. Formas de inmunoterapia.

tumores'. De la misma forma, el papel criti-
co del sistema inmunitario en el tratamien-
to de tumores hematol6gicos ha permitido
plantearse la posibilidad de usar la inmu-
noterapia para mejorar el tratamiento con-
vencional de estas otras neoplasias'.

FORMAS DE INMUNOTERAPIA

Podemos distinguir basicamente dos
tipos de inmunoterapia (Tabla 1), la inmu-
noterapia pasiva que consiste en la trans-
ferencia a portadores de tumores de célu-
las o anticuerpos previamente generados
in vitro y dirigidos contra el tumor, y la
inmunoterapia activa, en la que nos vamos
a centrar en esta revision, que lo que pre-
tende es inducir in vivo una respuesta
inmune.

Tanto la inmunoterapia pasiva como la
activa pueden dirigirse directamente con-
tra antigenos tumorales (inmunoterapia
especifica) o puede pretender una activa-
cion global del sistema inmune (inmunote-
rapia inespecifica).

Inmunoterapia pasiva
Inmunoterapia celular adoptiva

En oncologia, la inmunoterapia celular
adoptiva se define como la transferencia a
portadores de tumores de células inmuno-
l6gicamente reactivas que pueden mediar
directa o indirectamente una actividad
antitumoral. El objetivo consiste en identi-
ficar células capaces de reconocer y elimi-
nar las células tumorales para poder gene-
rarlas y expandirlas in vifro a gran escala
hasta obtener el namero suficiente para
conseguir el efecto deseado (Fig. 1).

- BCG
Inespecifica
Citoquinas
Activa 12 Generacién Células tumorales enteras
. Antigenos tumorales
Especifica Vacunas
2 .. Células genéticamente modificadas
22 Generacion
Vacunas de DNA
Inespecifica Celular Células LAK
Pasiva - Celular Células TIL
Especifica
Humoral Anticuerpos monoclonales
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En la década de los 80 la atenci6én se
centr6 en las células LAK (Lymphokine-
Activated Killer), generadas por incubacién
de linfocitos no purificados, de una mues-
tra obtenida de sangre periférica, bazo o
conducto toracico con IL-2 recombinante
(rIL-2) durante 3 6 4 dias. En estos cultivos
la IL-2 es capaz de inducir proliferaciéon en
células previamente activadas por antige-
nos. Las células asi generadas son células
no T, no B y no NK que son capaces de lisar
in vitro una gran variedad de células tumo-
rales tanto aut6logas como alogénicas, sin
lisar células normales®’ La mayoria de
estas células LAK se originan a partir de
células NK y, por tanto, carecen de recep-
tores de células T, por lo que la lisis de
células tumorales es sin restriccion MHC
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad).
En los primeros ensayos en modelos muri-
nos se comprob6 que, cuando estas célu-
las se administran junto con rIL-2 sistémi-
ca, son capaces de mediar regresion de
metastasis pulmonares y hepéaticas®*. Pos-
teriormente, en ensayos clinicos en huma-
nos, se observo también que estas células
son capaces de reducir el tamafo del

Ex vivo activation
with expansion of
antitumor effector cells

-
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tumor en canceres metastasicos®S. En este
caso el éxito depende de la carga tumoral,
siendo mayor en pacientes con poca enfer-
medad y en aquellos en los que el tumor
primario ha sido erradicado. El inconve-
niente de este tipo de tratamiento es la
severa toxicidad que pueda derivarse tras
la administraciéon de rIL-2 sistémica; por
tanto, aunque estas células median efectos
antitumorales tanto in vitro como in vivo,
debe sistematizarse de forma rigurosa la
utilizacion de esta modalidad terapéutica.

La observaciéon de la presencia de infil-
trados inflamatorios en algunos tumores
solidos™ puede atribuirse a una respuesta
inmunolégica del huésped frente al tumor y
por tanto ser indicativo de una reaccion
especifica’. De hecho se ha comprobado
que tumores en los que aparece este infil-
trado inflamatorio tienen mejor prondstico
que aquellos que no lo tienen. En vista de
estos hechos se plantearon la recuperacion,
aislamiento, caracterizacion y expansion in
vitro de estas células para ser utilizadas en
inmunoterapias adoptivas en determinados
tumores sélidos. Aunque se han descrito
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Figura 1. Inmunoterapia celular adoptiva.
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algunas células NK o células con marcado-
res de células NK (CD56, CD57) e incluso,
dependiendo de la histologia del tumor,
macroéfagos y células B, las células TIL
(Tumor Infiltrating Lymphocytes) son gene-
ralmente linfocitos T CD3+ (tanto CD4+
como CD8+) con actividad citotoxica espe-
cifica, restringida por MHC y dirigida contra
células de los tumores de los que se derivan
y no contra otro tipo de tumores.

Aunque el inicio fue lento por la dificul-
tad que presentaba el aislamiento y la
siguiente expansion de este tipo de célu-
las, posteriormente se disefiaron protoco-
los de generacion de TIL que permitieron
obtener el namero de células necesario
(10"-10" células) para conseguir una res-
puesta inmunoldgica adecuada. Las célu-
las TIL han demostrado tener una eficacia
50-100 veces superior a las células LAK y, a
diferencia de éstas, no se precisa la admi-
nistraciéon de altas dosis de rIL-2 sistémica
para conseguir el efecto terapéutico, si
bien la administracion de bajas o modera-
das dosis de rIL-2 aumenta considerable-
mente su potencia. Por tanto su mayor
efectividad, especificidad y menor depen-
dencia de rIL-2, con menos efectos secun-
darios, hace que la inmunoterapia con
células TIL sea una modalidad idénea en
determinados tumores sélidos (Tabla 2).
Aunque la mayoria de los estudios se han
centrado en pacientes con melanoma'*",
con aproximadamente 30% de respuestas,
también se han obtenido buenos resulta-
dos en pacientes con cancer de ovario’,
carcinoma renal'™® y carcinoma de pul-
mon®, El Gnico inconveniente de este tipo
de tratamiento es que resulta laborioso,
técnicamente complejo y ademas se nece-
sitan aproximadamente 8 semanas para
conseguir el nimero de células necesario
con eficacia terapéutica.

La mayoria de los ensayos clinicos de
inmunidad celular adoptiva se han llevado

a cabo en tumores s6lidos no hematolégi-
cos, aunque la capacidad de inducir remi-
siones en pacientes con trastornos linfo-
proliferativos so6lo con infusiones de
linfocitos de donante ha permitido plante-
arse la posibilidad de usar este tipo de
inmunoterapia para mejorar el tratamiento
convencional de tumores hematolégicos'.
En este campo se centran también los
estudios de June y col quienes estan lle-
vando a cabo un ensayo para valorar el
efecto de la infusion de células T activadas
in vitro con CD3/CD28 en pacientes con lin-
foma no Hodgkin después de quimiotera-
pia a altas dosis y trasplante de células
CD34+%*. Aunque todavia es pronto para
resultados definitivos, parece que la inmu-
noterapia celular adoptiva puede ser ttil
como tratamiento complementario en neo-
plasias hematologicas.

Anticuerpos monoclonales

El primer paso ha sido el uso de anti-
cuerpos monoclonales desnudos en el tra-
tamiento de leucemias y linfomas. Hace
aproximadamente 10 afos se usé por pri-
mera vez un anticuerpo monoclonal anti-
CD20 en el tratamiento de linfomas de
células B de bajo grado. Después de que la
FDA (Food and Drug Administration) apro-
bara el uso clinico de este tipo de anti-
cuerpos, se desarroll6 un ensayo clinico
fase II”! en el que 166 pacientes con linfo-
mas de bajo grado en recaida se trataron
con 4 dosis semanales de Rituximab (anti
CD20: 375 mg/m?). Se obtuvo un 48% de
respuestas con un 6% de remisiones com-
pletas y con una media de tiempo hasta la
progresion de 12 meses. En los pacientes
que inicialmente respondieron y luego pro-
gresaron, un 40% respondi6 a un segundo
tratamiento con rituximab registrandose
una media de tiempo hasta la progresion
de 17 meses. También Coiffier y col® han
publicado los resultados de su estudio en

Tabla 2. Inmunoterapia celular adoptiva. Diferencias entre células LAK y células TIL.

Procedencia Dias de Tipo de Reconocimiento Efecto
expansion célula antigénico terapéutico
LAK Aféresis SP 3-4 dias Linfocito no T, Sin Restriccion Alta dosis
no B, no NK MHC de IL-2
TIL Biopsia 6-8 semanas Linfocito T Con Restriccion Bajas/moderadas
tumoral MHC dosis de IL-2
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el que se incluyeron 54 pacientes con lin-
foma difuso de células grandes: 31 % de los
pacientes alcanzaron una respuesta clinica
e incluso un 14% respuesta completa. El
tiempo medio hasta la progresion en los
pacientes que respondieron fue de 246
dias. Este tratamiento se estd ensayando
también en otras patologias como la
macroglobulinemia de Waldenstrém, leu-
cemia linfatica crénica y linfoma linfociti-
co, aunque no hay todavia resultados defi-
nitivos®¥.

En este momento el objetivo es buscar
nuevas dianas, por ejemplo CD22, CD52 y
CD40* contra las que se puede dirigir la
respuesta, asi como explorar nuevas estra-
tegias que conduzcan a una mayor eficacia
que las que existen actualmente, por ejem-
plo usar anticuerpos radiomarcados (los
mas utilizado son *'I o Y) o conjugados
con farmacos o toxinas naturales. También
se esta explorando un nuevo método que
trata de aprovechar tanto el brazo celular
como el brazo humoral del sistema inmu-
nitario mediante el desarrollo de anticuer-
pos biespecificos que reconocen por una
parte a la célula tumoral y por otra a la
célula efectora citotoxica, lo que origina
que esta uGltima se dirija mas especifica-
mente contra el tumor. Hasta el momento,
la mayoria de los anticuerpos biespecifi-
cos involucran al CD19 (o CD20) y al CD3.
En estudios in vitro y en modelos anima-
les®** se ha demostrado la eficacia del uso
de anticuerpos biespecificos CD3XCD19,
pero en humanos todavia no existen resul-
tados clinicos claros. Hasta el momento se
han tratado 3 pacientes con linfoma no
Hodgkin y 1 paciente con leucemia linfati-
ca croénica. Los anticuerpos han sido bien
tolerados y no se han producido efectos
secundarios®, pero tampoco se ha obser-
vado ningln efecto inmunolégico, tal vez
por la imposibilidad de obtener la canti-
dad de anticuerpo necesaria mediante las
técnicas convencionales de hibridomas.

Inmunoterapia activa
Inmunoterapia activa inespecifica

Una de las formas méas antiguas y efica-
ces de inmunoterapia activa inespecifica
ha sido la utilizacién del BCG (bacilo de
Calmette-Guerin), que produce una esti-
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mulacion inespecifica del sistema reticulo
endotelial. Sin embargo su uso quedé res-
tringido al tratamiento del carcinoma
superficial de vejiga.

Otra forma de este tipo de inmunotera-
pia activa inespecifica es el uso de citoqui-
nas que, aunque son proteinas producidas
normalmente por nuestro organismo,
actualmente también se pueden producir
“in vitro” por tecnologia recombinante. El
uso de citoquinas se considera estandar
en algunas situaciones, por ejemplo el
interferon-a es eficaz en leucemia mieloide
crbnica, tricoleucemia, linfomas de bajo
grado, mieloma, melanomas, tumores car-
cinoides e hipernefroma, mientras la inter-
leukina-2 es eficaz en algunos tumores so6li-
dos como el hipernefroma.

Inmunoterapia activa especifica

La inmunoterapia activa especifica
ofrece un gran nimero de alternativas,
desde las primeras vacunas hasta las de
segunda generacion en las que actualmen-
te se ponen muchas esperanzas (Fig. 2).

El concepto de vacunas en enfermeda-
des neoplasicas (hematolégicas o no
hematoldgicas) es claramente diferente al
concepto de vacunas en enfermedades
infecciosas. Mientras en estas enfermeda-
des la vacuna se dirige contra un antigeno
bien conocido, muy inmunogénico y con
un fin claramente preventivo, en el caso de
los tumores el antigeno no siempre es
conocido, es débilmente inmunogénico y
la primera intencion es terapéutica, aun-
que también se pretende evitar recurren-
cias en tumores con alta posibilidad de
recaidas después de obtener respuestas
completas con otros tratamientos.

Ademas, en la preparacién de vacunas
contra el cancer, el hecho de disponer o no
de material tumoral condicionara el tipo
de vacuna que se puede producir. A su vez,
si se dispone de material tumoral, las vacu-
nas a desarrollar seran diferentes si se
conocen los antigenos contra los que hay
que dirigir la respuesta (por ejemplo vacu-
nas idiotipicas) o si estos antigenos no se
conocen (en este caso se pueden usar
vacunas de células enteras). En ambos
casos el problema que habitualmente se
plantea es que los antigenos tumorales son
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poco inmunogénicos, generalmente por-
que el sistema inmunitario se ha hecho
tolerante; por eso un paso bdasico en el
desarrollo de practicamente todas las
vacunas es aumentar la inmunogenicidad
del antigeno contra el que se dirige la res-
puesta o de la célula tumoral entera, por
ejemplo, mediante trasfeccion del gen de

GM-CSF (Granulocyte Monocyte Colony-Sti-
mulatory Factor) en la célula tumoral o de
moléculas coestimuladoras que favorez-
can la presentacion antigénica.

Vacunas de células enteras

Las vacunas de células completas pue-
den ser especialmente ttiles cuando no se
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conocen los antigenos contra los que debe
ir dirigida la respuesta. Para este tipo de
vacunas pueden usarse células tumorales
obtenidas del paciente, cultivadas y dafa-
das de forma irreversible (irradiadas o lisa-
das), para evitar su propagacién cuando se
reinfundan al paciente. En cambio, si no se
dispone de tumor autélogo se pueden uti-
lizar vacunas derivadas de cultivo de célu-
las multivalentes que se producen tras el
procesado de varias lineas de células
tumorales cultivadas in vitro, siendo por
tanto vacunas de células no procedentes
del paciente. Con la mezcla de varias cepas
se intenta que alguno de los antigenos
incluidos en la mezcla sea expresado por
las células tumorales del paciente. La ven-
taja de estas vacunas es que no son nece-
sarios la obtencion y el cultivo de células
tumorales del propio paciente. Sin embar-
go, su desventaja es que son vacunas poco
eficaces, probablemente porque gran
parte de la respuesta inmune se organice
contra antigenos irrelevantes, es decir no
presentes en el tumor del paciente. Por
otra parte, la ventaja de las vacunas de
células tumorales autbélogas es que la
mayor parte de los antigenos presentados,
al provenir del propio paciente, son rele-
vantes; sin embargo estas células no siem-
pre son capaces de inducir una respuesta
inmune. Por eso las técnicas de ADN
recombinante pueden emplearse para alte-
rar vacunas de células autélogas, con la
finalidad de potenciar su inmunogenici-
dad. Por ejemplo se puede inducir en las
células tumorales la produccién de inmu-
nomoduladores como IL-2, GM-CSF u otras
citoquinas. Entonces, la combinacién de
antigenos tumorales especificos presenta-
dos como células vivas danadas irreversi-
blemente con niveles localmente elevados
de inmunomoduladores, puede potenciar
notablemente la respuesta inmune de las
células inmunocompetentes que infiltran
la zona de administracién de la vacuna. La
desventaja principal de este tipo de vacu-
nas es la dificultad de obtener un niimero
suficiente de células malignas, que so6lo
suele ser posible alcanzar cuando el tumor
estd muy extendido. Ademas el procesa-
miento del tumor resulta muy laborioso y
costoso, mientras la presencia de antige-
nos propios que no se expresan sélo en las
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células tumorales puede dar lugar a proce-
sos autoinmunes. El objetivo con este tipo
de vacunas es aumentar la eficacia dismi-
nuyendo los posibles efectos secundarios.

Hasta el momento, la mayor parte de
los ensayos clinicos con este tipo de vacu-
nas celulares se ha llevado a cabo en tumo-
res no hematologicos, pero también se han
obtenido importantes resultados en un
modelo murino de linfoma, donde se ha
conseguido erradicar tumores estableci-
dos* utilizando una vacuna de células
tumorales irradiadas y trasfectadas con el
gen de GM-CSF. Para hacer esta estrategia
mas facil, otros grupos utilizan una linea
celular (K562) que produce GM-CSF para
administrarla conjuntamente con la célula
tumoral autéloga irradiada. El uso de esta
linea evitaria tener que trasfectar las célu-
las de cada paciente®. Este tipo de vacunas
se estd ya estudiando en pacientes con
mieloma maultiple y leucemia mieloide
aguda®.

Vacunas proteicas

Los avances en la identificacion de los
antigenos expresados en las células tumo-
rales han hecho posible el desarrollo de
otras vacunas dirigidas especificamente
contra estos antigenos tumorales. En este
sentido es importante distinguir entre anti-
genos asociados a tumores (AATs), que se
localizan en células tumorales y también
en algunas células normales y antigenos
especificos de tumor (AETs), que son espe-
cificos de células tumorales. Estos AETs
son obviamente la diana de eleccién para
las estrategias de inmunoterapia disefa-
das para destruir las células tumorales sin
danar células normales.

Actualmente podemos decir que la Ig
sintetizada y expresada en células B tumo-
rales es el anico AET que se conoce com-
pletamente. Por tanto los sindromes linfo-
proliferativos B representan el tumor ideal
para el desarrollo de vacunas proteicas. La
Ig contiene el idiotipo (Id), es decir el con-
junto de determinantes antigénicos deno-
minados idiotopos localizados en las regio-
nes variables de las cadenas pesada y
ligera. Por tanto, se comporta como un
anticuerpo monoclonal que, debido a su
naturaleza aut6loga, ha fallado en la esti-
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mulacién del sistema inmunitario del
paciente para activarlo contra el clon
tumoral que lo produce. Mediante vacunas
que incluyan en su formulacién dicho Id,
denominadas vacunas idiotipicas, se
puede inducir una respuesta inmune frente
a esta region que destruya las células B
tumorales que llevan la Ig que lo contiene
quedando intactas las células B normales.

Los dos principales pasos en la estrate-
gia que conduce a la produccién de vacu-
nas idiotipicas son en primer lugar obte-
ner el AET, es decir el Id y después
transformarlo en un inmundgeno suficien-
temente potente para ser usado con inten-
cion terapéutica.

Los primeros esfuerzos para explotar
en una situaciéon preclinica el Id tumor-
especifico como antigeno diana fueron lle-
vados a cabo en 1972 en el mieloma milti-
ple®* y en 1974 para linfomas®. La facilidad
y posibilidad de produccion de la vacuna
parece depender del tipo de tumor de célu-
las B del que se trate. Hasta el momento, el
linfoma folicular parece ser la diana princi-
pal de este tipo de tratamiento. A diferen-
cia del mieloma miltiple, donde la obten-
cion del Id es facil puesto que el antigeno
tumoral circula en el torrente sanguineo*-
%, en los linfomas el proceso es complica-
do, ya que la Ig que contiene el Id no es
secretada por las células tumorales y por
tanto tiene que ser aislada directamente
desde el tejido tumoral que constituye su
limitada y Gnica fuente original. Sin embar-
go, en el mieloma miltiple el estudio de
esta aproximacion terapéutica se complica
puesto que los pacientes frecuentemente
presentan una situacion clinica grave que
hace necesaria la aplicacion de tratamien-
tos convencionales, mientras que la buena
situacion clinica que tipicamente caracte-
riza a los pacientes con linfoma folicular
hace de esta enfermedad el terreno mas
facil para el desarrollo clinico de vacunas
idiotipicas*"*. Ademas, comparado con las
leucemias linfoide crénica o linfoblastica
aguda de células B, que generalmente pre-
sentan clones o subclones carentes de
positividad para Ig en el inmunofenotipo,
casi todos los linfomas foliculares presen-
tan el antigeno especifico de tumor en la
superficie de sus células®. También es
importante destacar que el linfoma folicu-
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lar, aunque es sustancialmente incurable,
se caracteriza por su larga supervivencia
media independientemente del tratamien-
to elegido™. Este hecho puede ser conside-
rado como un arma de doble filo: por una
parte nos permite tener mucho tiempo
para la larga y costosa labor de producir
una vacuna especifica de tumor y de
paciente, pero por otra parte se necesita
un largo periodo de seguimiento para que
se puedan obtener desde un punto de vista
clinico conclusiones definitivas sobre su
eficacia®.

La producciéon de la proteina soluble
para la vacuna idiotipica se ha basado
durante mucho tiempo en una técnica de
hibridoma (Fig. 3) que permite la genera-
cion in vitro exactamente del mismo Id
tumor especifico que contiene la Ig que se
expone en el clon de células tumorales™.
La suspension de células individuales que
se obtiene de una muestra de ganglio linfa-
tico que, por definicién, contiene una
poblacién residual de linfocitos B norma-
les que “contamina la pureza” del clon de
células tumorales, se fusiona con una linea
celular procedente de un heterohibridoma
murino/humano (la célula K6H6/B5) de
forma que el hibridoma resultante es
capaz de secretar al medio la inmunoglo-
bulina que expresa en su membrana. De
todos los hibridomas obtenidos, se selec-
ciona el que produce la misma inmunoglo-
bulina del clon tumoral mediante secuen-
ciaciéon y alineaciéon perfecta de una
“huella molecular” Gnica para cada Ig, la
Complementarity-Determining Region 3
(CDR3) de su cadena pesada®. Una vez
seleccionado, el hibridoma se cultiva a
gran escala hasta obtener el sobrenadante
del cultivo necesario para purificar la can-
tidad deseada del Id tumoral. Después este
Id necesita ser transformado en un inmu-
négeno mas potente de lo que tipicamente
esta en su forma natural. Con este objetivo
en mente, puede ser conjugado con Keyho-
le Limpet Hemocyanin® (KLH), que es un
transportador altamente inmunogénico, o
utilizado para pulsar células dendriticas
autoélogas®, dando lugar a distintas formu-
laciones de vacunas que actualmente se
estan probando en distintos ensayos.

El primer informe sobre un ensayo cli-
nico fase I con vacunas idiotipicas en linfo-
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ma folicular humano fue publicado hace
mas de 10 anos. En 1992 Kwak y col utiliza-
ron una vacuna en la que el Id se conjugd
con KLH como transportador inmunolégi-
co para el Id y se administré con Syntex
adjuvant formulation-1 (SAF-1) como adyu-
vante inmunolégico®. Demostraron que en
siete de nueve pacientes con linfoma foli-
cular en situacion de respuesta completa o
con evidencia de enfermedad persistente
después de la quimioterapia la vacuna
idiotipica fue capaz de inducir una res-
puesta inmune especifica en términos de
respuesta humoral frente al mismo Id™.
Este trabajo proporcioné la primera prue-
ba formal de que los humanos pueden ser
inmunizados contra un antigeno derivado
de su propio tumor y de sus exitosos resul-
tados, se han derivado una serie notable
de ensayos clinicos fase II. En primer lugar,
el nimero de pacientes incluidos en el
mismo estudio se amplié y posteriormen-
te, en 1997, Hsu y col informaron el segui-
miento a largo plazo de 41 pacientes trata-
dos con la misma formulacién de vacuna
idiotipica®. Como se esperaba, en todos
los 41 pacientes vacunados se indujo una
respuesta inmune especifica frente a KLH.
Mucho mas destacable, 20 de ellos tam-
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bién mostraron una respuesta inmune
humoral o en términos de proliferacién
celular especifica frente al Id. Desde un
punto de vista clinico, en la mayoria de los
pacientes que habian sido inmunizados en
situacion de respuesta completa y que
desarrollaron una respuesta inmune espe-
cifica del tumor se obtuvieron largas
supervivencias libres de enfermedad,
mientras que en la mayoria de los que
fallaron en el desarrollo de una respuesta
especifica contra el Id, aunque también
hubieran sido vacunados en respuesta
completa, no. Ademas, los pocos casos de
regresiones tumorales registradas en
pacientes que tenian evidencia de enfer-
medad en el momento de la inmunizacién
parecen depender de la induccién por la
vacuna de una respuesta inmune especifi-
ca frente al Id. La comparaciéon de los
resultados de los pacientes que responden
inmunolégicamente con los que no res-
ponden, demuestra diferencias estadistica-
mente significativas en términos de super-
vivencia global y tiempo libre de
progresion en los pacientes vacunados en
primera respuesta completa. Lo mismo
podria ser mostrado, aunque de forma
menos llamativa, en cuanto al tiempo libre
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ganglio linfatico +

Citometria

Purificacion y conjugaciéon con KLH

Suspension celular

Secuencia CDR3
Anatomia patoldgica
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N

Seleccion del hibridoma Id-especifico
- ELISA
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Figura 3. Produccion de vacunas idiotipicas mediante técnica de hibridomas.
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de progresién entre pacientes vacunados
sin evidencia de enfermedad y aquellos
que habian sido inmunizados con enferme-
dad evidente. Globalmente estos resulta-
dos sugieren que las estrategias de inmu-
noterapia basadas en la vacunacién
idiotipica para el linfoma folicular humano
puede resultar beneficioso para los pacien-
tes que la reciben en respuesta completa.

En un continuo intento para mejorar
las vacunas existentes, se ha probado la
asociacion de otros adyuvantes inmunol6-
gicos a la formulacién de la vacuna (Tabla
3). Entre el panel de citoquinas probados
en modelos murinos para potenciar el
efecto del Id-KLH, el GM-CSF ha demostra-
do ser el mas eficaz®*. EI GM-CSF tiene un
papel importante en la respuesta inmune,
puesto que es mediador en el crecimiento,
maduracién, migracion y presentacion de
antigenos por células dendriticas. En parti-
cular, se ha terminado recientemente un
ensayo clinico fase Il basado en los resul-
tados de 39 pacientes incluidos’®. Estos
pacientes recibieron una quimioterapia
estandar seguida, 6 meses después de
lograr una respuesta completa continuada,
de la vacuna idiotipica conjugada con KLH
mas GM-CSF. Entre los 25 pacientes que
finalmente alcanzaron respuesta completa,
1 recay6 dentro de los 6 meses y por lo
tanto antes de administrarle la vacuna,
mientras que 2 no fueron inmunizados por
problemas técnicos en la produccioén de la
vacuna. Los datos clinicos son todavia pre-
liminares, pero ya es notable que, con un
seguimiento de aproximadamente 3-6
anos, 19 de 22 pacientes inmunizados man-
tenian su primera respuesta completa. La
respuesta inmune celular y humoral indu-

cida por la vacuna ha sido documentada in
vitro en 19/22 y en 16/22 pacientes, respec-
tivamente. Ademas, todas estas respuestas
fueron especificas frente al tumor y al Id. El
hallazgo mas notable de este estudio es la
demostracion formal en 9 de 12 pacientes
evaluables de remisiones moleculares
mantenidas inducidas por la vacuna,
determinadas por la monitorizacién de t'*"
y reordenamiento bcl-2 mediante PCR.
Como consecuencia de estos resultados,
se comenz6 en el NCI un ensayo clinico
fase Il aleatorizado en pacientes con linfo-
ma folicular a los que se vacuna con Id-
KLH + GM-CSF o con KLH + GM-CSF, asi
como otro ensayo fase Il en pacientes con
linfoma del manto que reciben Id-KLH +
GM-CSF después de quimioterapia + rituxi-
mab*®'.

Ademas de resultados en el tratamien-
to de linfoma folicular también se han
publicado los obtenidos en otras neopla-
sias hematologicas como el mieloma multi-
ple usando formulaciones similares. En
concreto, investigadores de la Universidad
de Duke y del National Cancer Institute
(NCD) han descrito las implicaciones biol6-
gicas de la vacuna idiotipica en pacientes
con mieloma multiple®: en este caso, se
transfirieron al paciente células T efecto-
ras obtenidas tras la vacunaciéon del
donante con el Id tumoral del paciente.
Hay otros trabajos publicados que tam-
bién avalan la utilidad de las vacunas idio-
tipicas en el tratamiento del mieloma mul-
tiple. Entre ellos destacan Kwak y col® que
inmunizaron al donante con la Ig de los
pacientes afectos de mieloma miultiple
conjugada con KLH y posteriormente
extrajeron las células para el transplante

Tabla 3. Resumen de las formulaciones de la vacuna usadas en distintos ensayos clinicos.

Formulacién de la vacuna Ensayos clinicos Caracteristicas
Proteina Id + SAF-1 Kwak y col 1992°
soluble Hsuy col 1997% Produccion laboriosa y costosa
Id + GM-CSF Bendandi y col 1999* Resultados inmunoldgicos y moleculares
Id + Células dendriticas Hsu y col 2002"
Secuencias Sec. del Id Hawkins y col 1994™
de DNA Sec. del Id quimérico+ Timmerman y col 2002*| Produccion mas sencilla a gran escala
Sec. GM-CSF No toxicidad ni efectos secundarios
Sec. del Id + Sec Fragmento C Stevenson 1999% No respuestas inmunes Id-especificas
toxina tetanica
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alogénico de progenitores hematopoyéti-
cos y Cabrera y col® que emplearon con
éxito una metodologia similar en el con-
texto de la infusién de linfocitos del donan-
te.

En todos los ensayos mencionados
sobre el Id de linfoma, el antigeno tumoral
necesario para la vacuna (bien administra-
do como proteina soluble o bien utilizado
para pulsar células dendriticas) se prepara
mediante la técnica de los hibridomas. Sin
embargo, esta técnica es muy laboriosa y
costosa y requiere unos 6 meses para com-
pletar el procedimiento. Ademas la pro-
duccién de la vacuna falla en el 15-20% de
los casos. Actualmente se ha presentado
un método alternativo para producir el
mismo Id posiblemente a mayor escala.
Este método se basa en técnicas de biolo-
gia molecular y en particular, en un proce-
so que consiste en tres pasos fundamenta-
les: amplificacion mediante PCR de la
secuencia del Id; clonaje de dicha secuen-
cia en vectores y finalmente trasfecciéon
del vector que contiene la secuencia del Id
en células de mamiferos. Estas células de
mamiferos podrian representar una fuente
adecuada y estable de la Ig que contiene el
Id tumor y paciente-especifico. El Id asi
producido puede utilizarse para preparar
vacunas proteicas o para pulsar células
dendriticas, tal como el producido por
hibridomas.

En un reciente estudio fase I/Il se ha
mostrado la seguridad del uso de una
vacuna de Id recombinarte conjugado a
KLH + GM-CSF (GTOP 99); ademés su inmu-
nogenicidad fue similar a la producida por
el Id obtenido por la técnica de los hibri-
domas®. Es importante senalar que los
anticuerpos y las células T que reaccionan
con el Id recombinante también son capa-
ces de reaccionar con el Id obtenido por la
técnica de los hibridomas. Actualmente
esta vacuna estd siendo evaluada en un
estudio aleatorizado fase Ill en pacientes
con linfoma folicular y en uno fase I en lin-
fomas agresivos®.

La proteina idiotipica recombinante
también puede ser producida en células de
insecto sf19 usando como vector un bacu-
lovirus. En un reciente ensayo, el uso de
rld obtenido de sf19 conjugado con KLH y
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administrado con GM-CSF ha demostrado
ser seguro e inmunogénico”. Esta vacuna
se us6 en pacientes con linfoma folicular
en recaida y se alcanzaron respuestas par-
ciales o menores en 5 de 7 pacientes.
Actualmente se estan probando otros sis-
temas para la obtenciéon del Id recombi-
nante®® y pronto se conoceran los resulta-
dos de estos ensayos.

Vacunas de células dendriticas

Otra posibilidad para intentar mejorar
la eficacia de las vacunas idiotipicas es el
uso de células dendriticas. El papel critico
de estas células en el inicio de la respues-
ta inmune las hace muy atractivas para su
uso en estrategias terapéuticas contra el
cancer. Las células dendriticas son células
centinelas en la periferia del sistema inmu-
nitario que facilitan la llegada de los anti-
genos a los 6rganos linfoides secundarios.
El transporte de los antigenos por células
dendriticas es clave en el inicio de la res-
puesta inmune y ademds un pequeiio
nimero de células dendriticas es suficien-
te para inducir una potente respuesta
inmune in vivo. Estas células especializa-
das en la presentaciéon de antigenos, pue-
den inducir la generacién y la proliferaciéon
de Cytotoxic T lymphocytes (CTL) y de célu-
las T helper presentando el antigeno por la
via MHC-I o MHCHII respectivamente, asi
como modular el crecimiento y diferencia-
cion de células B y, por tanto estar impli-
cadas en la respuesta humoral.

Por ello, se produjo un gran avance en
el campo de la inmunoterapia activa al
descubrir la posibilidad de cultivar gran-
des cantidades de células dendriticas a
partir de precursores monocitarios en pre-
sencia de GM-CSF e IL-4*", El primer ensa-
yo publicado sobre el uso de estas células
empled células dendriticas autdlogas pul-
sadas con el Id en cuatro pacientes con lin-
foma folicular y demostré tanto la induc-
cion de linfocitos T reactivos frente al
tumor como la eficacia clinica del procedi-
miento, aunque no se acompafaba de una
activacion simultdnea del brazo humoral
de la respuesta inmune™. Estos resultados
preliminares se actualizaron en 2002, inclu-
yendo un total de 35 pacientes: la respues-
ta inmune celular se document6 en 8/10
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pacientes (80%) tratados después de reca-
idas y en 8/16 pacientes (50%) inmuniza-
dos en la primera respuesta completa™. En
2 de estos ultimos 8 pacientes (25%) tam-
bién se logr6 una remisiéon molecular indu-
cida por la vacuna. Estos resultados pare-
cen proporcionar confirmacioén indirecta
de que las células dendriticas aut6logas
pulsadas con el Id son capaces de presen-
tar determinantes antigénicos del Id aso-
ciados con moléculas HLA de su superficie
para inducir una respuesta inmune tumor-
especifica mediada por células T. Al mismo
tiempo los datos presentados contemplan
la posibilidad de que la vacuna idiotipica
induzca un efecto sinérgico mediante la
administracién secuencial de células den-
driticas pulsadas con el Id e Id en forma de
proteina soluble para intentar estimular
ambos brazos de la respuesta inmune. En 3
de los 5 pacientes que han sido tratados
asi se ha descrito el desarrollo de respues-
ta inmune humoral y celular Id-especifica.
Mas recientemente, se han informado un
pequeno ndmero de regresiones macros-
coOpicas en algunos pacientes con linfoma
folicular en progresién que han sido inmu-
nizados con el Id en forma de proteina
soluble conjugado con KLH + SAF-1 en indi-
viduos que previamente habian recaido (o
nunca habian respondido) a células den-
driticas pulsadas con el Id conjugado con
KLH".

Vacunas de ADN

Una alternativa a las vacunas ya men-
cionadas es el uso de las llamadas vacunas
de ADN desnudo™?. El primer paso para
llegar a este tipo de vacunas fue el descu-
brimiento de que plasmidos de ADN que
contenian el gen que codificaba la b-galac-
tosidasa, cuando se inyectan de forma
intramuscular, generan la producciéon del
enzima. Posteriormente Ulmer y col encon-
traron que el ADN que codifica una nucle-
oproteina de un influenza virus induce una
respuesta humoral y celular que protege
de la infeccién por el virus™. Las vacunas
de ADN desnudo son uno de los tipos mas
recientes de vacunas, que consisten en un
ADN bacteriano circular en el que se inser-
tan determinados genes que codifican la
proteina tumoral. EL ADN bacteriano con-
tiene secuencias inmunoestimuladoras
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que no estan presentes en células de
mamiferos y que son capaces de activar el
sistema inmune innato por liberacion de
IFN-g, IFN-a, IL-12 e IL-18; ademas dirigen la
respuesta inmune hacia un patréon Th17%,
El ADN plasmidico tiene pues dos compo-
nentes: una unidad transcripcional dirigi-
da por un potente promotor y capaz de
inducir la sintesis del antigeno tumoral y
una secuencia inmunoestimuladora que
estimula la respuesta inmune. Cuando este
tipo de vacunas es inyectado de forma
intramuscular o subcutanea, se trasfectan
las células del huésped (generalmente
células musculares, queratinocitos o fibro-
blastos), creando una zona de expresién
ectopica de la proteina. La proteina libera-
da por la célula diana es captada por las
células presentadoras locales (que en oca-
siones pueden trasfectarse) y después de
ser adecuadamente procesada se presenta
al sistema inmune en los 6rganos linfoides
secundarios™. Sin embargo, las vacunas asi
producidas tienen un bajo potencial inmu-
nogénico y por eso se esta considerando la
posibilidad de introducir en el plasmido
informacién genética que codifique para
inmunomoduladores o citoquinas que
aumenten la inmunidad natural frente al
tumor al ser liberadas continuamente por
las células trasfectadas.

Aunque las secuencias de ADN induda-
blemente ofrecen ventajas potenciales,
particularmente porque la producciéon de
vacunas es mas facil, éste es el tipo de
vacuna en el que se tiene menos experien-
cia. Aunque los estudios en animales han
demostrado que las vacunas de ADN pue-
den inducir una respuesta humoral efecti-
va frente a antigenos viricos, bacterianos y
tumorales®® se cree que una de las princi-
pales dificultades puede ser la de mante-
ner la expresion tisular de la proteina codi-
ficada por el plasmido a lo largo del
tiempo. En particular, el problema puede
no ser importante para la producciéon de
antigenos tumorales, pero si lo es para la
producciéon continuada de citoquinas e
inmunomoduladores.

En el caso de los tumores de células B,
como ya hemos dicho el Id de la Ig es cla-
ramente un antigeno especifico de tumor.
Los genes que codifican la Ig derivan de la
recombinacion de los segmentos génicos
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V, D, J. En el clon tumoral se conserva la
region V (variable) y por lo tanto el Id es
una diana ideal para la inmunoterapia.

Con el avance de las técnicas de biolo-
gia molecular, actualmente resulta facil
obtener los genes Vpj y V|, que codifican
para el Id a partir de células de biopsias
tumorales tras reacciones de PCR, clonaje
y secuenciacion. Estos genes pueden
ensamblarse con un péptido de unién de 15
aminoacidos para constituir la molécula
final denominada scFv que, tras insertarse
en un plasmido con un adecuado promotor
constituyen la vacuna. Desgraciadamente
las vacunas asi producidas s6lo son capa-
ces de inducir niveles muy bajos de anti-
cuerpos anti-ld que no son suficientes para
proteger del tumor. Se han obtenido resul-
tados similares cuando se usan los genes
que codifican la Ig completa en vez del scFv
(single chain fragment variable). Por ello, se
hace necesaria la basqueda de estrategias
que aumenten la eficacia de este tipo de
vacunas. En este sentido, los modelos pre-
clinicos estan demostrando que la poten-
cia de la vacuna puede aumentar por
medio de la adiciéon al vector de otra
secuencia de ADN que codifica para adyu-
vantes inmunoldgicos como GM-CSF o para
potentes inmunégenos como el fragmento
C de la toxina tetanica®.

A pesar de todas las dificultades, en los
altimos anos se ha acumulado una consi-
derable cantidad de datos preclinicos
sobre vacunas idiotipicas de ADN que pro-
porcionan un sé6lido impulso hacia su apli-
cacion clinica. Hasta el momento hay dos
ensayos con este tipo de vacunas: uno en
fase I y otro en fase I/Il disefiados para pro-
bar seguridad y viabilidad. En el primero, 7
pacientes con linfoma no Hodgkin en
situacién terminal fueron vacunados con
scFv-FrC (scFv fusionado con el fragmento
C de la toxina tetanica), pero en ninguno se
consigui6 una respuesta inmune especifica
frente al Id®. En el segundo ensayo 12
pacientes fueron vacunados con un plas-
mido que codificaba para una Ig quimérica
cuyas regiones variables eran especificas
de la Ig tumoral. En ninguno de los pacien-
tes se observaron efectos secundarios ni
toxicidad, pero tampoco se observd res-
puesta humoral o celular frente al Id*.
Podrian llegar resultados mas interesantes
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de un ensayo clinico comenzado reciente-
mente que ha sido disenado para incluir a
30 pacientes con linfoma. Estos pacientes
reciben tras la primera respuesta comple-
ta la vacuna con dosis crecientes de 0,5 a
2,4 mg ADN que codifica para el scFv de
cada paciente, fusionado con una secuen-
cia de cDNA (DNA complementario al RNA
mensajero) de un fragmento de la toxina
tetanica dentro del mismo vector®. El prin-
cipal objetivo de este estudio es la detec-
cion de una respuesta inmune humoral y
celular contra el fragmento C y contra la
proteina idiotipica especifica del tumor de
cada paciente, junto con la confirmacién
de la ausencia real de toxicidad ya obser-
vada en el ensayo previo.

De todo esto se puede concluir que las
vacunas de ADN son una alternativa pro-
metedora en un futuro mas o menos cerca-
no, pero todavia queda por determinar
cual es el vector mas adecuado, cual es la
dosis que hay que utilizar, cual es la mejor
forma de potenciar la vacuna y cudl es la
mejor via de administracion.

CONCLUSIONES

En la actualidad, las vacunas contra el
cancer se conciben como una herramienta
terapéutica, en contraste con las vacunas
profilacticas que previenen de algunas
enfermedades infecciosas. Ademaés, las
vacunas idiotipicas han empezado a tener
resultados clinicos tangibles. So6lo hace
diez afnos ni siquiera se sabfia si los pacien-
tes podian ser inmunizados contra sus
propios antigenos tumorales y ahora ya se
estan realizando de manera independiente
varios ensayos clinicos basados en este
hallazgo. La rapidez de este desarrollo
fomenta la esperanza de que la inmunote-
rapia activa pueda llegar a ser decisiva en
oncologia. Hasta el momento, ya se han
logrado importantes resultados: la eviden-
cia de respuestas humorales y celulares
tumor-especificas inducidas por las vacu-
nas y las primeras remisiones moleculares
documentadas tras la vacunacién. Sin
embargo quedan preguntas cruciales por
responder: ;curan hoy las vacunas?, ;cudl
es la formulacion mas eficaz de la vacuna?,
;hace falta administrar dosis de recuerdo
de la vacuna a lo largo del tiempo?, ;es
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posible disminuir la carga de trabajo que
implica la produccién de una vacuna efi-
caz?, jes posible predecir qué candidatos
desarrollaran con mayor probabilidad una
respuesta inmune especifica frente al anti-
geno tumoral? Todas estas cuestiones nos
proporcionan una inagotable fuente de
investigacion para los proximos afnos.

Actualmente, en el campo de la inmu-
noterapia en cancer, en la Clinica Universi-
taria de Navarra se esta llevando a cabo un
protocolo de vacunacién con el Id conju-
gado con KLH méas GM-CSF tras quimiote-
rapia estandar en pacientes con linfoma
folicular en primera recaida. Ademas se
estd a punto de comenzar un ensayo clini-
co en pacientes con mieloma que consisti-
rd en vacunacion idiotipica (Id-KLH+GM-
CSF) de donante y posteriormente, tras
transplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos con acondicionamiento
no mieloablativo, vacunacion idiotipica del
paciente con la misma formulaciéon de la
vacuna. Simultaneamente, se esta llevando
a cabo una investigacion pre-clinica en
modelos murinos para determinar cudl de
las estrategias de vacunas disefiadas es la
mas eficaz en la generacion de una res-
puesta inmunolégica eficaz dirigida contra
los antigenos tumorales. De esta investiga-
cién se pretende sacar conclusiones que
nos permitan mejorar las estrategias
actualmente disponibles para el tratamien-
to de enfermedades neoplésicas.
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