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Resumen La activacion del sistema inmunoldgico en pacientes con cancer ha sido un objetivo histérico en el
campo de la oncologia. En las ultimas décadas, nuestro entendimiento de la respuesta inmunoldégica
antitumoral ha promovido el desarrollo de novedosas estrategias terapéuticas dando como resultado un cambio
de paradigma en el tratamiento del cancer. La utilizacion de agentes bloqueantes de puntos de chequeo del
sistema inmunolégico como PD-1/PD-L1 y CTLA-4, de agonistas de moléculas co-estimuladoras como CD137 y
OX-40y la transferencia adoptiva de células T antitumorales modificadas genéticamente han generado importantes
beneficios clinicos, reflejados en respuestas objetivas y duraderas, en enfermos sin tratamientos convencionales
disponibles. Sin embargo, un gran niumero de pacientes no responde a dichas terapias generando resistencia
o sufriendo recaidas de la enfermedad debido a la apariciéon de circuitos inhibitorios o compensatorios. La
combinacion racional de estrategias terapéuticas permite eliminar mecanismos de resistencia, mientras que la
identificacion de biomarcadores predictivos facilita la seleccién de pacientes respondedores a dichos tratamientos.
Recientes ensayos clinicos y estudios pre-clinicos permiten vislumbrar un escenario optimista con importantes
desafios en la implementacion de estrategias de inmunoterapia en cancer.
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co-estimulacion, biomarcadores

Abstract Immunotherapy in cancer. Current prospects, challenges and new horizons. Recent under-
standing of the mechanisms that control immune system homeostasis and orchestrate antitumor
responses has prompted the development of novel immunotherapeutic modalities. These include antibodies that
target immune checkpoints such as PD-1/PD-L1 and CTLA-4, agonistic antibodies of costimulatory molecules such
as CD137 and OX-40 and the adoptive transfer of genetically-modified antitumor T cells. However, a large number
of patients do not respond to these therapies and develop resistance as a result of activation of compensatory
circuits. Rational combination of immunotherapeutic modalities will help overcome resistance and will increase the
number of patients who will benefit from these treatments. Moreover, identification of predictive biomarkers will
allow selection of patients responding to these treatments. Emerging clinical trials and pre-clinical studies have
shown exciting results anticipating new horizons in the design and implementation of cancer immunotherapeutic
modalities.
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La estimulacion del sistema inmunolégico para el tra-
tamiento contra el cancer tiene sus origenes hacia finales
del siglo XIX, gracias a los experimentos del cirujano y
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oncologo William Coley (Nueva York), quien utilizaba
toxinas derivadas de bacterias Streptococcus erysipelas
y Bacillus prodigiosus para el tratamiento de un tipo de
sarcoma inoperable. Si bien los mecanismos subyacentes
a este efecto no se conocian en ese momento, fue posi-
ble postular que la inflamacion local producida por estas
toxinas era capaz de reactivar la respuesta inmunoldgica
y eliminar el tumor. Estos primeros estudios sentaron las
bases de lo que en la actualidad constituye una revolucién
en el tratamiento del cancer'.
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Terapias basadas en el bloqueo de puntos
de control (checkpoints) inmunolégicos

La historia de la inmunoterapia del cancer prosigue a
fines de 1980 con el tratamiento local y sistémico con
citoquinas (IL-2, IFN-y, TNF); sin embargo, fue a principios
de 2011 que la inmunoterapia cobré relevancia a nivel
mundial con el advenimiento del bloqueo de los puntos de
control (checkpoints) inmunoldgicos. La logica detras de
esta terapia se basa en inhibir las moléculas que frenan
la activacion de los linfocitos T, células efectoras claves
en la respuesta inmunolégica anti-tumoral. Brevemente,
los linfocitos T deben recibir dos sefales para activarse
correctamente, la primera involucra el reconocimiento
del antigeno complementario a su receptor T (TCR) en
el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) y la segunda implica la activacion de moléculas
co-estimuladoras, particularmente CD28 que interacciona
con sus ligandos B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), que se ha-
llan en las células presentadoras de antigenos o células
blancos. Sin embargo, los linfocitos T no solo presentan
en su superficie moléculas co-estimuladoras, sino también
moléculas co-inhibitorias. Estas ultimas, al activarse, inhi-
ben las sefales rio abajo del TCR, atenuando la activacion
del linfocito T. Por esta razén se conoce a las moléculas
co-inhibitorias como “puntos de control inmunoldgico” ya
que son fundamentales para promover la homeostasis
del sistema inmunoldgico y evitar asi fenébmenos de au-
toinmunidad y dafio tisular?. A continuacién describimos
algunos puntos de chequeo inmunoldgico relevantes en
el control de la respuesta antitumoral.

CTLA-4

En 1987 se clond por primera vez la molécula co-inhibi-
toria CTLA-4 (del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen
4). Esta molécula de la familia de las inmunoglobulinas
se expresa como consecuencia de la activacion del lin-
focito T y compite con el receptor CD28 por sus ligandos
canonicos B7-1 y B7-2, con una afinidad 1000 veces
mayor. La relevancia critica de CTLA-4 en la homeos-
tasis inmunoldgica fue comprobada utilizando modelos
de ratones knockout en los cuales la ablacion del gen de
CTLA-4 genera un desorden linfoproliferativo sistémico
que deviene en la muerte dentro de las 2-3 semanas de
vida. Ademas de los linfocitos T CD4 y CD8 efectores,
CTLA-4 esta presente en linfocitos T regulatorios. En
estas células, CTLA-4 se expresa constitutivamente y, a
diferencia de su accién inhibitoria en linfocitos T efecto-
res, en linfocitos T regulatorios es fundamental para su
actividad supresoraZ.

A raiz del papel inhibitorio de CTLA-4 en la activacion
de los linfocitos T, se propuso su bloqueo como una he-
rramienta que podria mejorar la respuesta anti-tumoral.
Efectivamente, su inhibicién mediante anticuerpos mo-
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noclonales inhibié el crecimiento tumoral en modelos
murinos de fibrosarcoma, carcinoma de colon, préstata,
mama, ovario, melanoma vy linfoma, entre otros. La uti-
lizacion de anticuerpos monoclonales neutralizantes de
CTLA-4 fue aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA) en el afio 2011 para el tratamiento de melanoma
metastasico. Si bien esta terapia fue exitosa solo en un
30% de los pacientes, las respuestas obtenidas en aque-
llos individuos que si respondieron fueron sumamente
duraderas. De hecho, aproximadamente el 22% de los
pacientes se mantuvieron libres de enfermedad por 10
anos. Los efectos adversos de esta terapia se hallan rela-
cionados con la activacion incrementada de los linfocitos
T, por lo que algunos pacientes pueden experimentar
eccemas, irritacion intestinal y endocrinopatias, sintoma
de la inflamacién exacerbada y dafo tisular mediado por
la respuesta inmunoldgica autorreactiva. Sin embargo,
estos efectos adversos, a diferencia de una enfermedad
autoinmune clésica, pueden revertirse con el cese de la
terapia y controlarse con la administracion de corticoides
u otros agentes inmunomodulatorios.

PD-1/PD-L1

Un punto de chequeo inhibitorio capaz de promover ho-
meostasis inmunoldgica y limitar la respuesta protectiva y
antitumoral se halla representado por el eje PD-1/PD-L1.
A principios de la década del 90, el investigador japonés
Tasuku Honjo identificé el receptor PD-1 y su participa-
cion en el proceso de muerte celular programada en los
linfocitos T (de alli su nombre, Programmed Cell Death-1).
Afnos mas tarde, se logré desarrollar ratones deficientes
en el gen codificante de PD-1 y se descubrié que estos
animales sufrian procesos de autoinmunidad similares
al lupus eritematoso sistémico, dando lugar al estudio
de esta proteina como regulador de la homeostasis del
sistema inmunolégico. En el aio 2000, en colaboracion
con el laboratorio del Dr. Honjo, los investigadores Arle-
ne Sharpe y Gordon Freeman lograron cerrar el circulo
al identificar los dos ligandos de PD-1: PD-L1 y PD-L2.

De esta forma, no solo confirmaron el rol inmunosu-
presor de esta via de sefalizacion, sino que ademas
descubrieron la expresion de PD-L1 y PD-L2 en células
tumorales, proponiendo asi a PD-1 y PD-L1/L2 como
mecanismos de escape tumoral. Este descubrimiento fue
corroborado por el grupo de Lieping Chen, quien ademas
introdujo por primera vez el bloqueo de PD-L1 mediante
un anticuerpo monoclonal neutralizante, proponiéndolo
como posible terapia para favorecer el rechazo del tumor.
El receptor, PD-1 se expresa inmediatamente después
de la activacion de la via del TCR silenciando sefiales de
activacion y proliferacion?.

El bloqueo de CTLA-4 fue el puntapié inicial que
demostro el poder antitumoral de la inmunoterapia por
inhibicion de moléculas co-inhibitorias; sin embargo, hoy
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en dia su uso es mas limitado que el bloqueo de PD-1.
Por lo tanto, y dado que el bloqueo de PD-1 permiti6 la
inhibicion de la progresion tumoral en numerosos tipos de
cancer, se convirtié en la inmunoterapia por excelencia,
no solo como monoterapia sino también en combinacion
con otras estrategias antitumorales. En 2014 se aprobé
por primera vez su uso en pacientes con melanoma avan-
zado. Un afio después, gracias a la excelente respuesta
en casos de melanoma, fue aprobado para el tratamiento
de cancer de pulmén avanzado de células no pequefias
y carcinoma renal metastasico, en 2016 comenzé a uti-
lizarse en cancer de cabeza y cuello y linfoma Hodgkin
y en 2017 se sumaron el carcinoma urotelial y todos
aquellos tumores solidos que presenten inestabilidad de
microsatélite o errores en la maquinaria de reparacion del
ADN. Por otro lado, el bloqueo de PD-L1 fue aprobado
en 2016 para el tratamiento de tumores uroteliales y de
vejiga y ciertos tipos de cancer de pulmon.

Se observo que los efectos adversos de estas terapias
eran menores a los observados con el tratamiento con
anticuerpos anti-CTLA-4. La explicacidon subyacente de
este fendmeno radica en que CTLA-4 es fundamental
para regular la activacion de los linfocitos T en ganglios
linfaticos, mientras que PD-1 actua fundamentalmente
en la periferia, una vez que los linfocitos T activados
migran al sitio del tumor para reconocer por segunda vez
al antigeno tumoral y eliminar a la célula blanco. Por este
motivo es que el bloqueo de CTLA-4 favorece aun mas
la probabilidad de generacion de clones autorreactivos?®

La nueva generacion

El repertorio de moléculas co-inhibitorias es cada vez mas
extenso. En vista de este complejo escenario, comenza-
ron a desarrollarse estrategias de bloqueo contra otros
puntos de chequeo. Si bien hasta el momento no han sido
aprobadas por las agencias regulatorias internacionales,
algunas de estas terapias estan generando muy buenos
resultados en ensayos clinicos.

Tim-3

En los ultimos afios se demostro la expresion del recep-
tor Tim-3 (del inglés: T cell immunoglobulin and mucin
domain 3) en linfocitos infiltrantes de tumores o en linfo-
citos circulantes en diferentes tipos de cancer incluidos
cancer de pulmoén, cancer de cabeza y cuello, carcinoma
renal, cancer de estémago y esofago, cancer de prostata,
cancer de higado, colorrectal, de ovario y linfoma no Hod-
gkin. En modelos animales, el bloqueo con anticuerpos
neutralizantes mostré resultados diversos, ya que su
capacidad para controlar el crecimiento tumoral no fue
eficiente; sin embargo, su combinacién con el bloqueo
de PD-1 o CTLA-4 generé potenciacion de la respuesta
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inmunoldgica anti-tumoral e inhibicion del crecimiento del
tumor“. Esta evidencia fue suficiente para comenzar los
ensayos clinicos en pacientes. Actualmente se estan lle-
vando a cabo ensayos clinicos en Fase Ib-1l evaluando la
seguridad y eficacia de anticuerpos monoclonales contra
Tim 3, solos o0 en combinacion con el bloqueo de PD-1.

Lag-3

Lag-3 (del inglés: lymphocyte-activation gene-3) es una
proteina transmembrana estructuralmente homodloga a
CD4, presente en linfocitos T CD4, CD8 y células NK. Su
mecanismo de accion es muy similar a otros puntos de
control inhibitorios, ya que se expresa una vez activado el
linfocito T y una vez que contacta con su ligando, inhibe
las senales de proliferacion y produccion de citoquinas.
El ligando conocido de Lag-3 es el CMH Il, que a su vez
es el ligando candnico de CD4. En este sentido, Lag-3
es capaz de competir con CD4 por el CMH I, y de la
misma forma que CTLA-4 compite con CD28 por B7.1
y B7.2, lo hace con una afinidad mucho mayor®. El blo-
queo in vivo de Lag-3 en modelos animales demostro la
importancia de este receptor en la exhaustacion de los
linfocitos T especificos del tumor, pero no fue suficiente
para controlar la progresion tumoral. Actualmente, cuatro
ensayos de fase | estudian la aplicabilidad del bloqueo
de Lag-3 en tumores sdlidos y hematoldgicos, ya sea
mediante anticuerpos monoclonales o la administracién
de Lag-3 soluble.

TIGIT / CD73

TIGIT (delinglés: T cell immunoglobulin and ITIM domain)
posee una expresion restringida a linfocitos T, mayormen-
te CD4 efectores y regulatorios, CD8 y NK; su cinética de
expresion se correlaciona con la activacion del linfocito T.
A diferencia de CTLA-4, los ratones deficientes en esta
proteina no presentan patologias inflamatorias o autoin-
munes a menos que sean desafiados con algun antigeno
propio. En modelos preclinicos, la inhibiciéon de TIGIT una
vez que el tumor se ha establecido no ha sido exitosa;
sin embargo, los ratones deficientes en este receptor
mostraron un menor crecimiento tumoral®. Actualmente,
existe un ensayo clinico de Fase | en el que se estudia
la seguridad y eficacia de un anticuerpo neutralizante de
TIGIT en tumores sélidos avanzados.

La expresiéon de CD73 en el tumor inhibe la respuesta
anti-tumoral. CD73 es una ecto-5"-nucleotidasa, cuya
funcién es degradar AMP (generado a través de la accion
de CD39 sobre ATP) a adenosina, cuya acumulacion en el
microambiente tumoral desencadena sefales inhibitorias
en los linfocitos T. De manera consistente, el bloqueo de
CD73 en modelos animales inhibio el crecimiento tumo-
ral y aumento la eficacia de la transferencia adoptiva de
linfocitos T. Se estan llevando a cabo estudios clinicos de
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Fase | a fin de evaluar un nuevo anticuerpo monoclonal
dirigido contra esta molécula’.

VISTA/IDO

VISTA (del inglés: V-domain Ig-containing suppressor
of T-cell activation) surgié como un nuevo punto de
control inhibitorio en los ultimos 4 afios. Su estructura es
muy similar a PD-L1, aunque su ligando aun no ha sido
descripto. Este receptor se expresa en linfocitos y con
mayor densidad en células presentadoras de antigeno.
En el microambiente tumoral, si bien su expresion varia
con el tipo de tumor, solo se ha encontrado esta molécu-
la en leucocitos infiltrantes, estando ausente en células
tumorales, y co-localizando con CD11b, marcador de
células mieloides®. En modelos preclinicos en los cuales
se bloqued VISTA pudo evidenciarse la funcion de esta
molécula en el escape tumoral, observacién que condujo
al desarrollo de ensayos clinicos Fase I.

La enzima indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) es
expresada por células de origen mieloide y células tu-
morales. Esta enzima cataboliza el triptéfano del medio
extracelular, generando la deplecién de este aminoécido
esencial y dando origen al metabolito inmunosupresor
kinurenina. La eliminacion del triptéfano inhibe sefiales
de activacion y proliferacion del linfocito T, ya que este
aminodcido es esencial para su actividad, por lo que la
célula se torna anérgica y se reprime en consecuencia,
la respuesta anti-tumoral®. Se han desarrollado nume-
rosos inhibidores en ensayos preclinicos, los cuales no
tuvieron buenos resultados como monoterapia, pero son
prometedores como combinacion con el bloqueo de otros
puntos de control inmunoldgicos o vacunas tumorales. De
hecho, numerosos ensayos clinicos en Fases |, Il y lll se
hallan actualmente activos. Particularmente, en junio de
2018 se presentd el resultado de un ensayo clinico en
melanoma en el que no se encontrd ventaja clinica de la
combinacién del bloqueo de IDO y anti-PD-1 por sobre
la monoterapia con anticuerpos anti-PD-1.

Galectinas. Posibles blancos terapéuticos

Hasta el momento hemos descrito la actividad de re-
ceptores que al contactar con sus ligandos proteicos
desencadenan sefales inhibitorias sobre la activacion y
proliferaciéon de células T efectoras. Sin embargo, exis-
ten vias alternativas de regulacion que se basan en el
reconocimiento entre proteinas y glicanos. Los glicanos
forman parte de glicoproteinas y glicolipidos, presentes
en la membrana celular y en la matriz extracelular. La
combinacidén de las distintas estructuras de glicanos
presentes en receptores de la superficie celular influyen
sobre el destino de la misma, ya sea su activacion, dife-
renciacion, migracion e incluso su muerte''. Este proceso
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de reconocimiento es mediado por proteinas enddgenas
solubles llamadas galectinas. El rol de las galectinas en
la progresion y el escape tumoral ha sido establecido en
numerosas publicaciones y validado en distintos tipos de
cancer como melanoma'?, linfoma Hodgkin'3, neuroblas-
toma', cancer de mama's, pulmén'® y pancreas'” '8. De
acuerdo con su estructura, los miembros de la familia de
galectinas pueden clasificarse en: a) “proto-tipo”, cuyo
exponente con mayor relevancia en el escape tumoral
es galectina-1; b) “tipo-tdndem”, con galectina-9 como
ejemplo més relevante en inmuno-oncologia y c) “tipo-
quimera”, representada por galectina-3, la cual ejerce
un impacto importante sobre la progresién tumoral'®. Del
mismo modo que los puntos de control inhibitorios citados
previamente, las galectinas son capaces de suprimir la
respuesta inmunolégica utilizando distintas estrategias.
Galectina-1 se une a estructuras glicosidicas presentes en
los receptores CD43 y CD45 del linfocito T, promoviendo
su apoptosis''. Ademas, galectina-1y -9 son capaces de
generar la muerte selectiva de linfocitos Th1y Th17, pro-
moviendo la resolucién de patologias autoinmunes, pero
favoreciendo también el escape tumoral?*2', Por otro lado,
se ha documentado la unién de galectina-3 a CTLA-4 y
LAG-3 como mecanismo de inmunosupresion de linfocitos
T efectores?. Mas aun, demostramos que galectina-1
es capaz de unirse a células dendriticas favoreciendo
su capacidad tolerogénica®’. A su vez, galectina-1 y -3
favorecen la diferenciacion de macréfagos asociados a
tumores hacia un fenotipo M2 anti-inflamatorio y junto con
galectina-9, promueven el reclutamiento de células mieloi-
des supresoras?'. El interés que cobraron estas proteinas
de unidn a glicanos como nuevos blancos terapéuticos,
no solo se debe a su naturaleza como “checkpoints”, sino
también a sus efectos independientes del sistema inmuno-
I6gico, tales como angiogénesis® y metastasis'®. En este
sentido, observamos que galectina-1, a través de su unién
a N-glicanos complejos presentes en el receptor tipo-2
del factor crecimiento del endotelio vascular (VEGFR2),
promueve resistencia a las terapias anti-angiogénicas
convencionales?*. De esta manera, el bloqueo conjunto de
galectina-1 vy el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) mostré tener un efecto sinérgico antitumoral,
contrarrestando la resistencia adquirida a la terapia anti-
VEGF. Dado el papel protagénico de estas galectinas
en la progresion del tumor y la inhibicion de la respuesta
anti-tumoral, su bloqueo mediante anticuerpos neutrali-
zantes emerge como una posible estrategia terapéutica
para enriquecer el panorama de los tratamientos actuales.

Mecanismos de resistencia

Uno de los interrogantes que se generaron luego del
advenimiento de las inmunoterapias fue como distinguir
pacientes sensibles de resistentes a dichos tratamien-
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tos. Para responder esta cuestion es necesario por un
lado determinar qué pacientes expresan los receptores/
ligandos que el tratamiento bloquea (PD-1/PD-L1, por
ejemplo) y estudiar por otro lado, si el tumor presenta otros
mecanismos que puedan compensar la sefial inhibida por
la terapia. En consecuencia, numerosos esfuerzos se
hallan enfocados en explorar biomarcadores que puedan
predecir o indicar el éxito de la terapia®.

En relacién con el tratamiento anti-CTLA-4, se ob-
servé que el aumento de linfocitos, en conjuncion con la
expresion de moléculas co-estimuladoras y la produccién
de IFN-y luego del tratamiento se correlaciona con el be-
neficio clinico de estas terapias. En el caso de la terapia
anti-PD-1, se observo que altos niveles de expresion de
PD-L1 en el tejido tumoral se asocian con una mayor
probabilidad de respuesta. Sin embargo, pacientes cu-
yos tumores no expresaban PD-L1 fueron capaces de
responder al bloqueo de este receptor, por lo que aun no
se lo considera un marcador predictivo ideal?.

Otro factor que ha cobrado relevancia como posible
marcador predictivo es la cantidad de neo-antigenos que
expresa cada tumor. Un neo-antigeno se define como una
nueva proteina generada a raiz de una mutacion exclusiva
de la célula tumoral, por lo que se reconoce como extrafia
por el sistema inmunoldgico del huésped. A mayor numero
de neo-antigenos o mutaciones somaticas presentes en el
tumor, mayor serd la probabilidad de activar linfocitos que
reconozcan y eliminen a las células que los expresan?.

Dado que el blanco principal de las inmunoterapias son
los linfocitos T (directa o indirectamente), la cantidad de
infiltrado CD3*CD8* podria ser un posible biomarcador
predictivo de la respuesta inmunoldgica de un paciente y
de la capacidad de migrar al sitio tumoral para ejercer su
funcion citotoxica. En este sentido, en cancer colorrectal
se describié por primera vez el score inmunoldgico, el
cual se basa en la evaluaciéon inmunohistoquimica de
marcadores fenotipicos inmunoldgicos en el tejido tumo-
ral, evaluando en particular la cantidad y localizacion de
linfocitos T CD3*CD8*. A mayor cantidad de infiltrado en
los mérgenes y centro del tumor, mayor seria el indice del
score, el cual, en numerosos tipos tumorales correlaciona
con el éxito de la inmunoterapia. Como era previsible,
se encontraron diversos mecanismos moleculares que
inhiben la extravasacion y migraciéon de los linfocitos
T activados desde ganglios linfaticos hacia tumores.
Finalmente, la resistencia a inmunoterapia involucra una
bateria de células inmunosupresoras que son utilizadas
por el tumor para inhibir la respuesta inmunoldgica efecto-
ra, tales como células mieloides supresoras, macrofagos
M2y neutrdfilos asociados a tumores, células dendriticas
tolerogénicas vy linfocitos T regulatorios, entre otros. Es-
tas células generan circuitos tolerogénicos que impiden
el éxito de estrategias de inmunoterapias a través del
bloqueo de puntos de control inmunolégico.

MEDICINA - Volumen 78 - N° 5, 2018

Terapias basadas en anticuerpos agonistas
de moléculas co-estimuladoras

Las terapias de bloqueo de puntos de control inmunolé-
gico, como PD-1y CTLA-4, tienen como objeto liberar a
la respuesta anti-tumoral de los frenos a la activacion y
proliferacién de linfocitos. Las estrategias de inmunoes-
timulacién, en cambio, tienen como blanco terapéutico
a las moléculas co-estimuladoras?’. En este sentido,
existen moléculas co-estimuladoras que se expresan
constitutivamente en células T naive, tales como CD28
y CD27 mientras que otros receptores co-estimuladores
de superficie como ICOS, CD137, OX40 y GITR, entre
otros?, solo estan presentes en la membrana una vez
que la célula T se ha activado.

0OX40 es un miembro de la superfamilia del recep-
tor del factor de necrosis tumoral (TNFR) que posee
importantes funciones co-estimuladoras?. Su ligando
OX40L (CD252), se expresa en células presentadoras
de antigeno. Tras la co-estimulacién de linfocitos T por
0OX40, se activan vias intracitoplasmaticas asociadas a la
activacion y proliferaciéon de los mismos, al mismo tiempo
que se activan sefales anti-apoptéticas promoviendo
la memoria inmunoldgica y la actividad antitumoral. En
estudios preclinicos en ratéon se ha observado que la
administracion de agonistas de OX40 conduce a respues-
tas terapéuticas en distintos modelos tumorales como el
modelo de cancer de mama 4T1, el modelo de melanoma
B16, el carcinoma de pulmdn de Lewis y varios sarcomas
inducidos quimicamente®.

La capacidad de los agonistas de OX40 para sintoni-
zar las respuestas inmunoldgicas, asi como la expresion
de OX40 en los linfocitos T CD4 y CD8 intratumorales
y asociados a ganglios linfaticos que drenan tumores,
condujo a examinar la estimulacion de OX40 como un
posible tratamiento para el cancer. Recientemente, el uso
de la monoterapia basada en anticuerpos monoclonales
especificos de OX40 fue probado en un ensayo clinico de
Fase 1 en pacientes con tumores sélidos, con resultados
prometedores. Doce de cada 30 pacientes que recibieron
un agonista de OX40 tuvieron regresion de al menos una
lesién metastasica con solo un ciclo de tratamiento, con
toxicidades menores que el tratamiento con anticuerpos
anti-CTLA-4.

ICOS

ICOS (CD278) es una molécula coestimuladora inducible
expresada principalmente en células T CD4 activadas. Se
une a un solo receptor expresado por células dendriticas,
células B y macréfagos denominado ICOSL o B7h. Su
funcion coestimuladora favorece la proliferacion de células
Ty la secrecion de citoquinas. Sin embargo, los efectos
de ICOS sobre la coestimulacion de las células T parecen
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ser menos potentes que los ejercidos por CD28, probable-
mente porque no induce la produccion de IL-2. Ademas,
ICOS favorece la diferenciacion funcional de linfocitos T
helper foliculares, Th2 y Th17. En modelos preclinicos
de tumores trasplantados, los agonistas estimulantes de
ICOS no han demostrado ejercer una accién inmunotera-
péutica potente. Sin embargo, se observé un aumento de
ICOS en células T CD4 luego del tratamiento bloqueante
con anti CTLA-4. Estudios preclinicos en modelos de me-
lanoma'y de cancer de pancreas han demostrado efectos
sinérgicos cuando se combinan la estimulacion de ICOS
con la inhibicion de CTLA-43",

En la actualidad numerosas investigaciones se centran
en el estudio de anticuerpos monoclonales agonistas de
ICOS®. En este sentido, se ha desarrollado un anticuerpo
monoclonal agonista humanizado, JTX-2011, que reco-
noce ICOS con potencial actividad antineoplasica. Tras
la administracion, el anticuerpo monoclonal agonista JTX-
2011 dirigido hacia ICOS une la molécula ICOS expresada
en células T. Este fendmeno estimula la sefalizacion
mediada por ICOS, induce la proliferacion de células T
ICOS*, aumenta la supervivencia de linfocitos T citotéxicos
(CTL) y potencia la respuesta inmune mediada por CTL
contra células tumorales. Existen numerosos ensayos
clinicos que evaluan los efectos del anticuerpo monoclonal
agonista de ICOS como monoterapia y en combinacion
con terapias como anti CTLA-4 y anti PD-1.

GITR

La proteina relacionada con el receptor de TNF inducida
por glucocorticoides, GITR (también conocida como
TNFRSF18), pertenece a la familia de receptores de
TNF. Se descubrié en hibridomas de células T murinas
tratados con dexametasona: de alli asi su nombre GITR.
Se expresa en bajos niveles en células T CD4 y CD8, se
regula hasta 24-72 h luego de la sefializacion del TCR
y permanece expresada en la superficie del linfocito
durante varios dias. Las células T regulatorias expresan
constitutivamente GITR; sin embargo, su funcién en estas
células es aun controversial. Ademas, se ha observado
que células NK, eosindfilos, basdfilos, macréfagos vy lin-
focitos B son capaces de expresar GITR. El ligando de
GITR (GITRL), como en el caso con OX40L, se expresa
en células presentadoras de antigeno activadas y en
células endoteliales. Tras la unién de GITR a GITRL, la
sefializacidon conduce a la activaciéon de la via de pro-
teinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK). La
coestimulacion mediada por GITR en ultima instancia,
aumenta la proliferacion de células T y las funciones
efectoras debido al incremento de IL-2 e IFN-y. La unidn
GITR-GITRL protege a las células T de la muerte celular
inducida por activacién, dando lugar a un incremento de
células T de memoria.
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Se han observado efectos antitumorales luego de la
estimulacion de GITR en diferentes modelos experimen-
tales utilizando un anticuerpo agonista anti-GITR en raton
(DTA-1)%. El tratamiento con el anticuerpo agonista DTA-1
demostro ser eficaz en modelos preclinicos de sarcoma,
cancer colorrectal y melanoma. Ademas, los agonistas
de GITR han demostrado un efecto sinérgico antitumo-
ral cuando se combinan con vacunas y con anticuerpos
monoclonales como anti CTLA-4. Diferentes mecanismos
podrian contribuir a los efectos antitumorales de GITR.
Tal vez el mejor definido es la accion de agonistas de
GITR en la inhibicion de fenémenos mediados por células
T regulatorias. Algunos estudios han demostrado que
los agonistas de GITR aumentan la funcién de células
T efectoras en el microambiente tumoral alterando la
expresion de Foxp3 en células T regulatorias y anulando
en consecuencia la funcion supresora de las mismas. Un
anticuerpo agonista humanizado anti-GITR mAb humano,
TRX518, ha sido desarrollado permitiendo la generacion
de un ensayo clinico de Fase I.

CD137

Una de las estrategias con aplicaciones clinicas mas
prometedoras es la que tiene como blanco terapéutico
ala molécula CD137, un miembro de la superfamilia co-
estimuladora de TNF que define el grado de activacion,
funcion y supervivencia de las células T. Originalmente
el gen de CD137 (también llamado 41BB) se cloné en
1989 como un gen inducible de células T activadas y
se demostré que la estimulacion mediada por CD137
suprime el crecimiento tumoral en modelos murinos de
sarcoma, mastocitoma y glioblastoma. Su expresién en
células dendriticas, células NK y células T activadas,
junto con su capacidad unica de potenciar respuestas
antitumorales, ha establecido desde entonces un papel
importante para esta molécula como blanco atractivo
para inmunoterapia contra el cancer34. En efecto, CD137
se expresa en linfocitos T activados, pero no en reposo,
y ha sido postulado como marcador de activacion capaz
también de discriminar células T CD4 y CD8 virgenes
especificas de antigeno y de memoria. Por otro lado,
CD137 se halla constitutivamente expresada por células
T regulatorias. Su ligando (CD137L) se expresa predomi-
nantemente por activacion de células presentadoras de
antigenos incluyendo células dendriticas, macréfagos y
linfocitos B. Dos anticuerpos monoclonales anti-CD137
han sido desarrollados y aplicados a ensayos clinicos: el
urelumab, IgG humanizada y el PF-05082566, una IgG2
humanizada. El estudio de Fase | del urelumab se inicio
en 2005 en una poblacion de pacientes con melanoma,
carcinoma de células renales, cancer de ovario y prés-
tata. Se observaron 3 respuestas completas y 4 casos
de estabilizacién de la enfermedad. Sobre la base de
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la eficacia observada se inicié un estudio de Fase I, el
cual debiod ser terminado debido a una alta incidencia
de toxicidad hepatica. En 2012, urelumab reingreso a
la clinica después de que se demostrara que una dosis
significativamente méas baja podria alcanzar actividad
terapéutica sin la limitante toxicidad. Urelumab esté
siendo actualmente evaluado en multiples regimenes
combinatorios: con cetuximab (anti-EGFR) en cancer de
cabeza y cuello y colorrectal, con rituximab (anti-CD20)
en linfoma no Hodgkin de células B (NHL), y con elo-
tuzumab (anti-CS1) en mieloma multiple. El compuesto
anti-CD137, PF-05082566, se encuentra actualmente en
tres ensayos clinicos y los resultados de monoterapia
evaluados en Fase | demostraron que la mejor respuesta
clinica fue la estabilizacién de la enfermedad en 22% de
los pacientes tratados sin inducir ninguna toxicidad. PF-
05082566 se esta probando actualmente en combinacion
con rituximab y mogamulizumab (anti-CCR4).

Transferencia adoptiva de células
inmunologicas como terapia contra el cancer

La utilizacion de células autdlogas o propias de un pacien-
te para combatir un tumor ha cobrado gran importancia en
los ultimos afos. No obstante, las primeras observaciones
sefalando que células del sistema inmunoldgico eran
capaces de reconocer y destruir un tumor se remontan a
la década del 50. Trabajos pioneros realizados por Mitch-
inson y Dube en ratones demostraron que la transferencia
de células presentes en los ganglios linfaticos asociados
al tumor era capaz de proteger del desarrollo tumoral
y favorecer la eliminacion de sarcomas establecidos®.
Estos estudios fueron los responsables de impulsar la
transferencia adoptiva de células como posible inmuno-
terapia en cancer.

Transferencia adoptiva de linfocitos T

Poco se sabia acerca de la funcién de los linfocitos T
hasta que en la década del 60 se demostrd que estas
células mediaban el rechazo de aloinjertos en modelos
animales. Sin embargo, la transferencia de linfocitos T
autdlogos activados para el tratamiento contra el cancer
fue utilizada con éxito en melanoma recién en los anos
90. En la actualidad su uso se ha extendido a otros
tipos tumorales tanto sélidos como liquidos. Este tipo
de terapia explota la actividad citotdxica y especifica de
linfocitos T para lograr eliminar las células tumorales. Se
pueden diferenciar tres tipos de estrategias al abordar
las transferencias adoptivas de células T: Células T
antitumorales naturales; Células T con TCR transgénico
(TCRYt); y Células T con receptor quimérico de antigeno
(T-CAR).
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Células T antitumorales naturales

La presencia de linfocitos en el microambiente tumoral
no siempre es indicadora de una respuesta antitumoral
efectiva. Muchas veces su escasa abundancia coexiste
con distintos puntos de chequeo inmunoldgicos y molé-
culas inmunosupresoras que actuan en forma coordinada
para inhibir la reactivacion in situ de los mismos, limitando
asi su expansion y funcion antitumoral. Hacia finales del
siglo pasado fue posible purificar y expandir linfocitos T
provenientes del tumor a los fines de reforzar su funcién
efectora y reactivar de este modo la respuesta antitumoral.
Metodoldgicamente es necesario purificar los linfocitos T
infiltrantes del tumor (LiT) y expandirlos in vitro en pre-
sencia de IL-2%¢%", De esta manera, tras 5-6 semanas se
pueden obtener hasta 1x10" linfocitos capaces de ser
transferidos. La activacién en cultivo de estas células po-
tencia su capacidad antitumoral al estar ausentes las mo-
Iéculas inmunosupresoras presentes en el microambiente
tumoral. Sin embargo, las respuestas objetivas en los
primeros intentos fueron de corta duracion, y los linfocitos
transfundidos rara vez pudieron ser encontrados en circu-
laciéon®®. Un cambio critico en la aplicacion de esta terapia
fue la linfodeplecién no mieloablativa con ciclofosfamida
y/o fludarabina previa a la transferencia adoptiva, la cual
elimina los linfocitos presentes en circulacién incluyendo
células T regulatorias inmunosupresoras, generando asi
un nicho homeostatico permisivo para el mantenimiento
de los linfocitos T transferidos®. La administracion de IL-2
concomitante asegura la sobrevida y autorrenovacion de
los linfocitos transferidos. La linfodeplecion ha resultado
fundamental para asegurar la efectividad de las terapias
celulares con linfocitos y su utilizaciéon ha sido extendida
a la transferencia de linfocitos con TCR transgénico o
aquéllos con receptor quimérico de antigeno.

La utilizacion de LiT para el tratamiento de melanoma
metastésico ha generado importantes beneficios clinicos
con respuestas objetivas entre el 40-70% y remisiones
completas duraderas*#'. No obstante, la utilizacién de
linfocitos T antitumorales naturales tiene sus limitaciones.
El tumor debe estar disponible para ser removido o biop-
siado. Ademas, depende de la presencia de linfocitos T en
el microambiente tumoral y de la frecuencia y diversidad
de clones T reactivos contra antigenos tumorales. La
dificultad para expandir eficientemente linfocitos antitumo-
rales en cultivo también representa una barrera. Se estima
que en el 50% de los casos es posible obtener linfocitos
antitumorales. Esta falta de reproducibilidad restringe a
muchos pacientes de poder acceder a esta terapia celular.

Antigenos tumorales como blancos
terapéuticos

La identificacion de antigenos tumorales como blancos
terapéuticos ha revolucionado las terapias celulares y
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posibilitd la personalizacién de los mismos. La seleccién
del antigeno blanco es sumamente critica en este sentido.
Proteinas no mutadas, expresadas en forma incrementa-
da como gp100, MART-1 o tirosinasa, o bien expresadas
en manera aberrante como MAGE-A1, MAGE-AS, perte-
necientes a la familia de los antigenos de cancer/testiculo,
suelen ser buenos blancos terapéuticos a pesar de no ser
completamente especificos. La secuenciacion del exoma
y transcriptoma a partir de pequefias biopsias mejoro la
comprension de los mecanismos que operan durante la
evolucion tumoral, pudiendo distinguir mutaciones driver
(blancos de las terapias convencionales) y predecir
neoantigenos tumorales. La transferencia adoptiva de
linfocitos con TCR transgénicos o de linfocitos con
receptores quiméricos de antigenos para el tratamiento
del cancer explotan este conocimiento.

Linfocitos con TCR transgénico

Las tecnologias de secuenciacion de la region determi-
nante de la complementariedad del TCR han posibilitado
la identificacion de receptores especificos contra anti-
genos expresados en células tumorales. Curiosamente,
muchos antigenos, como gp-100, MART-1 y CEA se
hallan conservados entre tumores de distintos pacientes.
La posibilidad de secuenciar un TCR especifico contra un
antigeno tumoral, clonarlo e introducirlo como transgén a
linfocitos extraidos de sangre periférica permite extender
el universo de pacientes tratables con inmunoterapia
celular. En este procedimiento se basa la tecnologia de
linfocitos con TCR transgénicos. Esta estrategia hace
prescindible la necesidad de aislar linfocitos T especificos
del tumor, lo cual permite tratar pacientes con tumores
inmunoldgicamente ignorantes o en los que se dificulte
cultivar LiT. Se utilizan linfocitos purificados de la sangre
del paciente que luego son transducidos con un vector
retroviral o lentiviral conteniendo un cassette de expresion
con las cadenas a y g del TCR de interés. De esta manera
se obtiene un gran numero de linfocitos T antitumorales
capaces de ser reclutados al microambiente tumoral,
reconocer al tumor, ejercer su accion citotoxica y proveer
proteccién sostenida en el tiempo. No obstante, su benefi-
cio esta restringido a la compatibilidad HLA del paciente*?.

El primer ensayo exitoso fue realizado en melanoma
en 1999. Desde entonces, otros trabajos han reportado la
transferencia exitosa de linfocitos con TCR transgénicos.
En 2006 se realizé la primera fase clinica en melanoma
con TCR transgénicos contra el antigeno MART-1. En
2011 se utilizd esta estrategia para dirigir linfocitos con-
tra el antigeno NY-ESO-1 en sarcoma, obteniendo un
beneficio clinico de 67% de respuestas objetivas*®. No
obstante, una serie de obstaculos suelen limitar la eficacia
y el alcance de estas terapias.
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Afinidad del TCR

El TCR suele presentar una baja afinidad y/o avidez
por el CMH-péptido tumoral debido, mayormente, a los
mecanismos de tolerancia central**. Se estima que esta
afinidad es 1,5 veces menor, en escala logaritmica, que
aquélla observada entre el TCRy el CMH-péptido viral. Se
ha implementado mutagénesis racional para aumentar la
afinidad del TCR por el CMH con antigeno tumoral. Otra
alternativa ha sido la de inmunizar ratones que expresen
CMH humanos en sus tejidos, con péptidos de tumores
humanos. Los linfocitos T citotdxicos obtenidos de esta
manera son aislados y su TCR es clonado e introducido
en linfocitos T humanos. Este ha sido el caso de los an-
tigenos tumorales gp100, p53, CEA y MAGE-AS. Si bien
estas estrategias son capaces de proveer TCR con alta
afinidad, esto no necesariamente implica un beneficio
clinico. De hecho, una mayor afinidad puede resultar en
el desarrollo de toxicidad sistémica. En ensayos clinicos
en melanoma contra los antigenos gp-100 y MART-1, la
utilizacién de TCR murinos resulté en la regresion del
tumor en el 20% de los casos, junto con la destruccion
de melanocitos sanos en la piel, oido y retina donde la
expresion de los antigenos es menor que en el tumor*46,
Este tipo de toxicidad denominada ON target/OFF tumor
que resulta del incremento de la afinidad puede ser tra-
tada local- o sistémicamente con corticoides. Si bien el
incremento de la afinidad puede mejorar la eficacia de
la terapia, los potenciales efectos adversos deben ser
monitoreados y tratados.

Expresion de CMH tumoral

La utilizacion de linfocitos T con TCR transgénico supone
la reactivacion de los mismos en el microambiente tumoral
a través del contacto entre el TCR y el CMH-antigeno pre-
sente en la superficie de células tumorales. Sin embargo,
el silenciamiento del CMH constituye un mecanismo de
escape en un gran numero de tipos tumorales y constituye
una de las principales resistencias a la terapia celular con
TCR transgénico. Por otra parte, la afinidad de las moléculas
del CMH por sus péptidos hace que sea muy dificil dirigir la
terapia contra antigenos de naturaleza lipidica y glicosidica,
mucha veces mas abundante y especifica que la peptidica.

Linfocitos con receptor quimérico
de antigeno

La baja afinidad de los TCR transgénicos, la potencial
toxicidad de los TCR hibridos y la necesidad de antigenos
restringidos a moléculas de CMH-péptido en la superficie
de la célula tumoral impulsé el desarrollo de otro tipo de
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terapia celular. Hace varias décadas, el advenimiento de
anticuerpos monoclonales facilito la explosion de herra-
mientas especificas y de alta afinidad contra moléculas
tumorales. La revolucion de la inmunoterapia de los ulti-
mos anos ha capitalizado en este desarrollo pre-existente
para la generacion de receptores capaces de activar a
linfocitos T con una alta especificidad. Los denominados
receptores quiméricos de antigenos o Chimeric Antigen
Receptors (CARs) constan de una porcién extracelular
compuesta por un scFv (single-chain variable fragment)
derivado de un anticuerpo monoclonal dirigido contra una
molécula presente en la superficie de la célula tumoral.
Este scFv se encuentra fusionado a un dominio formado
por las porciones intracelulares del CD3¢ del TCR y de
moléculas co-estimuladoras tales como CD28 y/o CD137.
De esta manera, al contactar con el antigeno, el linfocito
recibe la primera y segunda sefal de activacion necesaria
para montar una respuesta efectora. El disefio de los CARs
ha ido evolucionando durante los ultimos afios. Inicialmen-
te desarrollados por Gross y colaboradores en 1989, los
denominados CARs de primera generacion cuentan con
el dominio CD3¢, mientras que aquéllos de segunda y
tercera generacion contienen ademas uno o dos dominios
de co-estimulacion, respectivamente*”“. La incorporacion
de los dominios intracelulares de CD28 y CD137 mejor6
notablemente la persistencia in vivo y la capacidad efec-
tora de los linfocitos, comparado con los CARs de primera
generacion que al activarse en ausencia de una segunda
sefal generalmente sufrian fendmenos de anergia.

Una ventaja que presenta esta estrategia es la posibili-
dad de dirigir la especificidad contra moléculas proteicas,
lipidicas y sacaridicas no restringidas al CMH, contribu-
yendo a la gran versatilidad de este tipo de inmunoterapia
celular. El desarrollo de esta tecnologia contra los antige-
nos CD19, CD20, CD22, CD30y CD138 ha revolucionado
el tratamiento de neoplasias hematoldgicas recurrentes
como linfoma Hodgkin (LH) y no Hodgkin (LNH), leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia linfocitica cronica B
(LLC) y mieloma multiple*®. En estos casos, la quimiote-
rapia suele ser el estandar de tratamiento, seguido de un
transplante alogeneico de células madre hematopoyéti-
cas, aunque para ello se debe alcanzar un estado clinico
con enfermedad residual minima negativa. La mayoria
de los pacientes logra acceder a esta terapia, lo cual se
refleja en un 85% y un 69% de sobrevida a 5 afnos en
pacientes pediatricos y adultos, respectivamente. Sin
embargo, aquellos pacientes con enfermedad resistente
a la quimioterapia exhiben un muy pobre pronéstico. Los
ensayos clinicos en estos pacientes, su mayoria con una
supervivencia menor a los 6 meses, han suscitado regre-
siones draméaticas con un 90% de respuestas completas
o enfermedad residual minima negativa y con una tasa
de sobrevida del 78%. Quiza el caso paradigmatico que
ilustra el éxito de esta terapia celular es el caso de la LLA
utilizando un CAR contra la molécula CD19. Numerosos
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ensayos clinicos realizados en distintas instituciones con
CARs de segunda y tercera generacion han demostrado
considerables beneficios clinicos, con respuestas comple-
tas alrededor del 90% y la posibilidad de recibir un trans-
plante alogeneico de células madre hematopoyéticas®
51, El éxito de los CARs en los ensayos clinicos para el
tratamiento de leucemias ha motivado la aprobacion de
esta terapia por la Food and Drug Administration para su
uso en la clinica, y lleva el nombre de tisagenlecleucel.
El desarrollo de CARs dirigidos contra tumores soélidos
no se encuentra tan avanzado como el de las neoplasias
liquidas, lo cual refleja una de las limitaciones de este
tipo de terapias que es la infiltracion de los linfocitos al
tumor. No obstante, existen ensayos clinicos de Fase |
para neuroblastoma contra el antigeno GD2, Fase I/ll para
glioblastoma y gliomas malignos y contra EGFRuvIII para
sarcoma utilizando CARs anti-Her2%,

La precision con la cual las células T han sido disefa-
das para reconocer el tumor ciertamente reduce el riesgo
de efectos adversos generales como el observado en las
quimioterapias convencionales. Sin embargo, numerosos
estudios han reportado fendmenos de toxicidad con un
rango de intensidad variable, mediado por las propias
células inmunoldgicas transferidas®. Algunos ejemplos
son: el sindrome de liberacién de citoquinas (SLC) proin-
flamatorias como IL-1, IL-6, TNF e IFN-y, provocado por
la activacidon masiva de los linfocitos T que puede llevar
a la caida de la presioén arterial y complicaciones neuro-
I6gicas®*; el efecto ON target/OFF tumor, provocado por
el reconocimiento del antigeno tumoral pero expresado
por células normales (un ejemplo es el CD20, cuyo re-
conocimiento OFF Tumor genera aplasia de células B,
sin poner en riesgo la vida del paciente); el efecto OFF
Target/OFF Tumor, el cual puede ser evitado inhibiendo
la expresiéon del TCR transgénico para garantizar que
el unico antigeno reconocido por ese linfocito sea aquel
complementario al CAR. Finalmente, el sindrome de lisis
del tumor (SLT), hace referencia a la combinacion de
complicaciones metabdlicas que pueden llevar a la falla
renal aguda, derivada de la liberacion masiva de potasio,
fosfato y acidos nucleicos a causa de la muerte tumoral.

Mejorando la bioseguridad y funcién de
células T-CAR

Las distintas complicaciones suscitadas por la actividad
de las células T-CAR impulsé el desarrollo de nuevas
metodologias con el fin de incrementar la bioseguridad
de esta inmunoterapia celular®.

Toxicidad

La toxicidad asociada a la terapia con células T-CAR ha
sido abordada de diferentes maneras.
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Eliminacion de células T-CAR

La incorporacion del gen suicida codificante de la en-
zima timidina kinasa (TK) en las células T permite su
rapida eliminacion mediante la inyeccion de la droga
ganciclovir®. La TK es capaz de convertir al ganciclovir
en una sustancia bioactiva (ganciclovir fosforilado) que
inhibe la incorporaciéon de dGTP por la ADN polimerasa
gatillando la apoptosis. Otro método para poder eliminar
selectivamente las células genéticamente modificadas es
programarlas para que expresen moléculas como CD20 o
EGFR. De esta manera, las células pueden ser elimina-
das mediante la inyeccién de los anticuerpos especificos
rituximab y cetuximab, respectivamente.

Activacion condicional

Una estrategia interesante para limitar los efectos ON
target/OFF tumor es incrementar la especificidad de los
linfocitos contra las células tumorales aumentando el
numero de antigenos que estos deben contactar para
activarse. Una manera de lograrlo es disociando los
dominios de activacion del CD3( de los dominios de co-
estimulacion CD28/CD137 en dos receptores quiméricos
distintos. De esta manera, la activacion completa de las
células T-CAR ocurre Unicamente al contactar con 2 an-
tigenos presentes en las células tumorales. No obstante,
un potencial problema de este sistema es la generacion
de anergia clonal por activacion incompleta al contactar
con un unico antigeno.

Los denominados SynNotch CAR son células que
expresan un receptor quimérico que al contactar al
primer antigeno se produce la liberacion del factor de
transcripcion Notch que luego induce la expresion del
receptor quimérico que contiene los dominios CD3( y
CD28/ CD137%.

Persistencia in vivo

Una de las principales razones que condicionan el éxito
de la terapia con células T-CAR es la persistencia y
expansién de las mismas in vivo. La administracion de
IL-2 junto con un protocolo de linfodeplecion pareceria
promover la sobrevida de las células transferidas. Sin
embargo, algunos trabajos reportaron que IL-2 favorece
un fenotipo regulatorio®. Por otro lado, la suplementacion
con IL-7 e IL-15 ha mostrado ser importante para la expan-
sién y activacion de células T al favorecer la generacion
de células de memoria y restringir la diferenciaciéon de
células T regulatoria®®®. La IL-15, ademas, pareceria
incrementar la actividad de la telomerasa, evitando asi
fendmenos de senescencia.

La exhaustacion clonal, la apoptosis inducida por acti-
vacion y la baja tasa de autorrenovacion atentan contra la
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persistencia de las células diferenciadas. En este aspecto,
estudios recientes han sefialado que la eficacia terapéu-
tica de células T-CAR varia de acuerdo a la composicion
de subpoblaciones T pre-existentes en el contexto de las
células inoculadas®. Distintos autores demostraron que
las poblaciones T de memoria stem CD45RA* CD45RO*
CD95* CCR7* en mayor medida que las T de memoria
central CD45RA- CD45RO* CCR7+y mas aun que las de
memoria efectora CD45RA- CD45R0O* CCR7-, inducen
una mayor respuesta antitumoral y confieren una memoria
inmunoldgica superior. La composicion de células citoto-
xicas (CD8) y helper (CD4) pareceria también modular
la magnitud de la respuesta antitumoral. Particularmente
para el caso de LLC CD19+, se ha observado un sinergis-
mo al transferir células CD4 y CD8 en una relacion 1:1.

Resistencia a la inhibicion

La exhaustacion clonal de linfocitos T como respuesta a la
exposicion crénica a un antigeno es motivo de resistencia
a distintas terapias antitumorales. La expresion inducida
de PD-1, TIM-3 0 LAG-3 en linfocitos T CD8 y CD4 limita
su capacidad efectora. La presencia de linfocitos T ex-
haustos en el tumor es motivo de resistencia a diferentes
terapias oncoldgicas. En este sentido, la incorporacion de
una variante dominante negativa o un short-hairpin ARN
contra PD-1 limita la inhibicién de las células T-CAR por
exhaustacion®'.

Los denominados “CARs armados” son capaces
de producir IL-12 en respuesta a la activacién por un
sistema dependiente del factor nuclear de activacion T
(NFAT), evitando asi la inhibicion local del microambiente
tumoral®?,

En resumen, la tecnologia de células T-CAR es un
area en constante desarrollo y promete generar grandes
beneficios clinicos. Un gran avance ha tenido lugar en
neoplasias hematoldgicas, aumentando el porcentaje de
respuesta completas de pacientes con un mal prondstico
de sobrevida. La utilizacion de esta terapia para tumores
sélidos es inminente y supone una revolucion en su trata-
miento si es abordada de manera racional, considerando
aspectos claves como lo son la infiltracion al tumor y el
bloqueo de los mecanismos inmunosupresores y de los
puntos de chequeo inmunolégicos.

Combinaciones terapéuticas

Si bien las estrategias terapéuticas resumidas en este
articulo han tenido éxito relativo en la clinica, la tasa
de respuestas objetivas sigue estando por debajo de la
deseada. En este contexto, el enfoque actual consiste en
combinar las herramientas terapéuticas de manera racio-
nal a los fines de potenciar sus efectos particulares en
cada evento de la respuesta inmune antitumoral®® (Fig. 1).
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QUIMIOTERAPIA
RADIOTERAPIA
TERAPIAS DIRIGIDAS

Anti-PD-1
Anti-PD-L1/PD-L2
Anti-IDO, Anti-VISTA
Anti-BTLA
Anti-LAG3
Anti-TIGIT, Anti-CD73
Anti-GITR (agonista)

LINFOCITOS T
CON TCR TRANSGENICO
CAR

VACUNAS DE CELULAS
DENDRITICAS
IFN-y
GM-CSF
TNF

Anti-CTLA4
Anti-OX40 (agonista)
Anti-CD137 (agonista)
Anti-CD27 (agonista)
Anti1COS

L2

IL12

Fig. 1.— Ciclo de la inmunidad tumoral: inmunoterapias asociadas. El ciclo de
la inmunidad tumoral es un proceso que puede dividirse en etapas, comenzando
con la liberacién de antigenos por parte de la célula tumoral y finalizando con
su eliminacién por parte de linfocitos T. El paciente puede presentar fallas en
cualquiera de las etapas del ciclo, evitando de este modo el reconocimiento y la
eliminacion del tumor. Las inmunoterapias basadas en agonistas de factores co-
estimulatorios o antagonistas de inmuno-inhibidores, asi como los tratamientos con
citoquinas, vacunas y terapias basadas en células CAR-T pueden actuar a nivel
de diferentes etapas del ciclo estimulando la inmunidad antitumoral y favoreciendo
la eliminaciéon del tumor. Asimismo, las quimioterapias, radioterapias y terapias
dirigidas pueden favorecer la muerte celular del tumor y la concomitante liberacién
de antigenos favoreciendo la inmunogenicidad de dichos tumores. Estas terapias
son plausibles de ser combinadas con inmunoterapias con el objeto de potenciar
los tratamientos antitumorales e incrementar el nimero de respuestas clinicas.

(Adaptado de Chen DS, Mellman [%6. Immunity 2013; 39: 1-10)

La combinacion de anticuerpos bloqueantes de PD-1 y
CTLA-4 ha sido aprobada en 2015 para melanoma, aun-
que no todos los pacientes responden eficientemente. Por
otro lado, datos preclinicos demuestran gran porcentaje
de respuestas completas cuando se utilizan terapias celu-
lares. Estas ultimas, en conjunto con agentes bloqueantes
de los puntos de chequeo orientados a proteger la funcion
de las células T transferidas al microambiente tumoral,
estan siendo evaluadas actualmente. Ensayos clinicos en
LLAy LLC con células T-CAR contra CD19 de segunda y
tercera generacion en combinacion con anticuerpos con-
tra PD-1y CTLA-4 han mostrado importantes beneficios

clinicos®. Aun cuando el enfoque combinatorio puede
incrementar la fraccion de pacientes que respondan a la
inmunoterapia, el tratamiento personalizado basado en
marcadores predictivos tiene el potencial de mejorar aun
mas este porcentaje. De este modo, es prioridad estable-
cer biomarcadores especificos que permitan monitorear
la efectividad clinica de combinaciones de inmunoterapia,
y delinear fendmenos de resistencia farmacoldgica?® °.

La Fig. 1 puede apreciarse en color en www.medicinabuenosaires.com
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