FUNDAMENTOS MOLECULARES Y CELULARES DE LA INMUNOTERAPIA. USOS
ACTUALES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO.

MOLECULAR AND CELLULAR BASIS OF IMMUNOTHERAPY. CURRENT USES AND
FUTURE PERSPECTIVES.

RESUMEN

A diario, el sistema inmune mantiene en nuestro organismo el fragil equilibrio que nos
separa de la enfermedad, evitando comportamientos aberrantes de nuestras propias
células o defendiéndonos de agresores externos. El conocimiento cada vez mayor de las
interacciones moleculares y celulares en el desarrollo y progresién de diversas
patologias permite la identificacién de potenciales dianas terapéuticas para la curacién
o remision de un amplio abanico de enfermedades. El uso combinado de la
inmunoterapia con ingenieria genética permite dirigir al sistema inmune contra dianas
especificas convirtiendo a la inmunoterapia en una herramienta altamente selectiva y
con un gran potencial terapéutico. Sin embargo, las interacciones del sistema inmune
con el resto de las células del organismo, el entorno que las rodea y entre los propios
componentes de dicho sistema, hacen que su manejo sea complejo, obteniéndose en
muchas ocasiones escasas o impredecibles respuestas que pueden incluso resultar en
efectos adversos graves para el paciente. En este trabajo se llevara a cabo Una revision
de los distintos tipos de inmunoterapia, asi como la descripcion de diferentes
aplicaciones que se estan desarrollando actualmente o que se encuentran en fases de
estudio.
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ABSTRACT

Every day, the immune system maintains in our organism the fragile balance that
separates us from the disease, avoiding aberrant behaviors of our own cells or defending
ourselves from external aggressors. The growing knowledge of molecular and cellular
interactions in the development and progression of various pathologies allows the
identification of potential therapeutic targets for the cure or remission of a wide range
of diseases. The combined use of immunotherapy with genetic engineering allows
targeting the immune system against specific targets, making immunotherapy a highly
selective tool with great therapeutic potential. However, the interactions of the immune
system with the rest of the organism's cells, the surrounding environment and between
the components of that system, make their management complex, often resulting in
poor results or unpredictable responses that may even trigger on serious adverse effects
for the patient. In this work a review of the different types of immunotherapy will be
carried out, as well as the description of different applications that are currently being
developed or that are in phases of study.

Key words: immunotherapy, antibodies, adoptive cell therapy, oncology, therapeutic
vaccines.



INTRODUCCION
CONCEPTO DE INMUNOTERAPIA

A grandes rasgos, las terapias de base bioldgica, también denominadas: bioterapias o
terapias modificadoras de la respuesta biolégica (MRB), son un tipo de tratamiento que
usa sustancias elaboradas por organismos vivos para tratar enfermedades. El cuerpo
puede elaborar estas sustancias de forma natural o se pueden producir artificialmente
en un laboratorio (mediante procedimientos biotecnolédgicos). Algunas terapias
bioldgicas estimulan o inhiben el sistema inmune para ayudar al cuerpo a combatir el
cancer, las infecciones, procesos autoinmunes u otras enfermedades; mientras que
otras, atacan células cancerosas especificas impidiendo su crecimiento o
destruyéndolas. La inmunoterapia seria un tipo de terapia bioldgica cuya herramienta
serian efectores celulares o moleculares del sistema inmune.?

LA INMUNOTERAPIA A LO LARGO DE LA HISTORIA

Durante mas de dos siglos, la inmunizacién activa ha estado a la vanguardia de los
esfuerzos para prevenir las enfermedades infecciosas que afectan a la humanidad. En la
Europa del siglo XVIII, la viruela causo el 10% de todas las muertes. En 1796 Edward
Jenner utilizé la vacunacion con viruela bovina para inducir inmunidad a la viruela
humana. Estos esfuerzos culminaron en la erradicacion de la infeccion natural de la
viruela 180 afos después. Mas tarde, y desde los descubrimientos de Pasteur, utilizando
una estrategia paralela que suponia el uso del agente infeccioso muerto, atenuado o
partes del mismo, se desarrollaron vacunas profilacticas efectivas para agentes
infecciosos como la rabia, la fiebre tifoidea, el célera, el sarampidn, la varicela, las
paperas, la poliomielitis, toxinas del tétanos y la difteria, etc.

La creacion de las vacunas supuso un gran avance en el campo de la inmunologia en la
prevencion de enfermedades infecciosas, sin embargo, y debido a su caracter
profilactico, no se considera una inmunoterapia propiamente dicha. El inicio de la
inmunoterapia como tal se puede entender con el comienzo de la sueroterapia de la
mano de Emil Von Behring. En 1890, Emil von Behring descubrié, en estudios con
animales, que era posible producir “inmunidad” contra el tétanos al inyectar suero de
otro animal portador de la enfermedad (inmunizacién pasiva). Tras sus éxitos en la
lucha contra el tétanos, se concentré en hacer experimentos en casos con difteria
logrando en 1891, idénticos resultados que con el suero antitetanico, curando en pocos
dias a pacientes enfermos de difteria. Poco después se inicid la fabricacion del suero
antidiftérico y, entre 1892 y 1894, se curd a un total de 20,000 nifios. En la lucha contra
las infecciones, el uso de las vacunas y de los antibidticos, asi como medidas de higiene
sanitaria hicieron que la terapia sérica pasase a un segundo plano.

El siguiente gran hito en la historia de la inmunoterapia fue en 1891 cuando William
B.Coley, un importante cirujano del Hospital Memorial de Nueva York, pensé en la
potenciacion del sistema inmune como tratamiento contra el cancer a raiz de la
observacién y el estudio de diferentes casos en los que la fiebre elevada tenia como
resultado la reduccién de tumores. Para probar esta teoria inoculd estreptococos a un
paciente con un sarcoma recurrente e inoperable en el cuello y la amigdala, logrando el



control de la enfermedad durante los 8 afios siguientes. Dos afios mas tarde crea una
mezcla filtrada de bacterias y lisados bacterianos, compuestos por Streptococcus
pyogenes y Bacillus prodigiosus, llamados "Coley's Toxins", para el tratamiento de
tumores. 2

En 1900 Paul Ehrlich, a partir del estudio de la toxina diftérica describe la teoria de que
“las células” (linfocitos) tienen en su superficie moléculas receptoras especificas o que
se unen a determinados grupos quimicos de las moléculas de la toxina; si las células
sobreviven a esta unidén, se produce una cantidad incrementada de dichas cadenas,
algunas de las cuales son liberadas a la sangre en forma de antitoxinas circulantes. Las
Ilamadas por Ehrlich “cadenas laterales” seria lo que hoy conocemos como anticuerpos.

A partir de la década de 1940 se comienza a entender mejor la complejidad del sistema
inmuney se confirman descubrimientos anteriores. En 1948, Astrid Fagraeus demuestra
la produccién de anticuerpos por parte de las células plasmaticas, que luego se
identificardn como derivadas de linfocitos B.

En 1957 Alick Isaacs y Jean Lindenmann descubren el interferén, una proteina
producida por células animales que combate los virus. Finalmente, se identificaran tres
tipos principales (I, 1l y Ill) de interferon. Se concluydé que ademds de combatir las
infecciones de virus, los interferones también pueden combatir los tumores.? Dentro de
la inmunoterapia el conocimiento del interferén es importante pues su presencia es
clave en el mantenimiento de la respuesta inmune. Dos anos mas tarde los Doctores
Old, Clarke y Benacerraf demuestran que el Bacillus-Calmette-Guérin (BCG), una vacuna
contra la tuberculosis, inhibe el crecimiento tumoral en ratones.*

En 1975 Koéhler y Milstein desarrollan mediante la técnica de hibridoma los anticuerpos
monoclonales, lo que revolucionara el tratamiento de enfermedades infecciosas vy
tumorales. Ambos obtendrian el Premio Nobel en 1984.

Los primeros éxitos con anticuerpos monoclonales en inmunoterapia se obtuvieron en
la prevencion del rechazo de drganos trasplantados, gracias al anticuerpo monoclonal
de origen murino muromonab-CD3 (Orthoclone u OKT3) que se dirige al elemento CD3
del complejo receptor de antigenos de las células T. Muromonab fue el primer
anticuerpo monoclonal aprobado como medicamento para su uso en humanos, en
1986. Entre los anticuerpos aprobados posteriormente, también para la profilaxis del
rechazo agudo de drganos trasplantados, estaban basiliximab (Simulect), un anticuerpo
qguimérico, y el anticuerpo humanizado anti-Tac daclizumab (Zenapax), el primer
anticuerpo humanizado aprobado por la Food and Drug admnistration (FDA). Ambos
estan dirigidos contra la cadena alfa del receptor de la interleucina-2 (anfigeno CD25),
el cual se expresa sobre la superficie de los linfocitos-T como respuesta a estimulos
antigénicos.?

En 1987 se descubre CTLA-4 (antigeno 4 de los linfocitos T citotdxicos) y en la década de
1990 es considerado como un regulador negativo de la actividad de células T. CTLA-4 se
relaciond con la vigilancia inmune del cancer cuando su inhibicién con un anticuerpo
monoclonal condujo a la reduccién del tumor en modelos de ratén con sarcoma vy
adenocarcinoma de colon.” Sin embargo, no es hasta el 2011 que la FDA aprueba el uso



de Yervoy (ipilimumab), un anticuerpo monoclonal humano que se une y bloquea CTLA-
4 evitando el “freno” de la respuesta inmune.®

En 1993 Zelig Eshhar cred los primeros receptores de antigenos quiméricos de células T
(CAR-T).

En 1997 se aprueba por la FDA el primer anticuerpo monoclonal contra células malignas,
Rituximab (anti CD20), para el tratamiento del linfoma no Hodgkin.

El nimero de ensayos clinicos de inmunoterapia contra el cancer en fase Ill ha
aumentado considerablemente desde principios de los 90, mostrando el renovado
interés entre investigadores y fabricantes de farmacos por los tratamientos contra el
cdncer basados en la inmunoterapia.® Tanto a nivel oncolégico como en otras
aplicaciones (diagnodsticas y terapéuticas) la parte de la inmunoterapia que mas
desarrollo esta experimentando y que posee un mayor numero de aprobaciones para su
uso médico son los anticuerpos monoclonales.

TIPOS DE INMUNOTERPIA

Basicamente se pueden distinguir dos formas de inmunoterapia: la inmunoterapia
pasiva, que consiste en la transferencia de anticuerpos o de células previamente
generados in vitro que se dirigen contra una célula o molécula determinada, y la
inmunoterapia activa, consistente en estimular el sistema inmune del propio paciente
e inducirlo a elaborar una respuesta especifica contra los antigenos diana de interés
segun la patologia a tratar, como podria ser el cancer. Dentro de lainmunoterapia activa
tendriamos la especifica (dirigida a ciertas células del sistema inmune) y la no especifica
(afecta a todo el sistema inmune en general).’ Integrando lo anterior y de forma
simplificada, podriamos distinguir los siguientes tipos de inmunoterapia:

- Inmunoterapia no especifica: el objetivo es potenciar la respuesta inmune. Lo
mas usado son las citocinas (Figura 1), con la intencidn de guiar el crecimiento y
la proliferacidn de las células inmunes.® Dentro de esta activacion inespecifica
del sistema inmune se incluye también el uso del Bacilo de Calmette-Guerin
(BCG) citado anteriormente, derivado atenuado de mycobacterium bovis, el cual
induce una fuerte respuesta inflamatoria y por ello se utiliza para el tratamiento
y la prevencién secundaria del cancer de vejiga superficial inyectandolo
directamente en la zona.’
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Figura 1. Uso de citocinas en inmunoterapia. Las citocinas estimulan la activacion de
las células del sistema inmune.®

La respuesta inmune

Célula diana



- Anicuerpos monoclonales (mAbs): son por lo general proteinas de tipo IgG
monoespecificas seleccionadas para unirse directamente a moléculas de
superficie de la célula o sefializarla para su destruccion. Sus distintas aplicaciones
en gran variedad de patologias y su relativa seguridad es lo que hacen que
actualmente sean la parte de la inmunoterapia con un mayor peso en el
mercado. El nUmero de anticuerpos monoclonales aprobados por la FDA vy la
Agencia Europea del Medicamento (EMA) estd aumentando de forma
exponencial, existiendo mds de 76 anticuerpos monoclonales aprobados para
tratamientos médicos.? Sus posibles usos incluyen:

A. Neutralizacion de factores solubles (citocinas, factores de crecimiento,
factores angiogénicos).

B. Activacion del complemento.
C. Induccion de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA).
D. Induccién de apoptosis.

E. Bloqueo de la activacion de receptores de membrana implicados en vias
de sefializacién como, por ejemplo, el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR).

F. Dirigir fdrmacos o toxinas a una célula diana (por ejemplo, una célula
cancerigena).
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Figura 2. Aproximaciones terapéuticas en el uso de Anticuerpos. Véase la explicaciéon
eneltexto.A,B,C, D, EYF.8

También es posible disefiar de forma artificial anticuerpos que reconozcan
simultdaneamente dos tipos diferentes de antigenos, serian los denominados
anticuerpos biespecificos (BiTEs).



Vacunas terapéuticas:

El uso de este término no debe confundirse con el de vacunas preventivas (el
término cldsico para la vacuna profildctica) ya que buscan conseguir la
inmunidad del sujeto a una determinada enfermedad mediante la estimulacién
del sistema inmune contra el agente responsable y la creacion de memoria
inmunoldgica de larga duracion, siendo especialmente exitosas contra agentes
infecciosos como los virus; y por tanto, mostrando también eficacia en la
prevencion del cancer cuando en el origen y desarrollo del mismo estan
implicados agentes infecciosos como el virus del papiloma humano, el virus de
la hepatitis B, etc.. Sin embargo, a lo largo de este trabajo nos referiremos a
vacunas, por ejemplo, contra el cancer, con matices algo diferentes de lo que se
entiende tradicionalmente por vacuna. Lo que se conoce como vacuna en
inmunoterapia, que es la denominada vacuna terapéutica, hace referencia a un
tipo de inmunoterapia pasiva, que no tiene caracter profilactico o preventivo (a
diferencia del resto de vacunas) sino que trata de modificar las propias células
del sistema inmunitario del paciente para que detecten y destruyan a las células
causantes de enfermedad.? Las vacunas terapéuticas estdn hechas a partir de
células, partes de células o antigenos disefiados para dirigir el sistema inmune
del propio paciente, in vitro, frente a una diana concreta. Se han intentado
muchas aproximaciones entre las que se incluyen las vacunas con células
dendriticas (DCs) (Figura 3). Esto ultimo, de forma simplificada, consistiria en
aislar DCs de un paciente, estimularlas para que presenten un antigeno
especifico que queramos atacar (por ejemplo, contra marcador especifico diana
en una célula tumoral) y reintroducirlas en el cuerpo del paciente; una vez
realizado este paso de la terapia se espera a que las DCs tratadas presenten el
antigeno a otras células inmunes, activandolas produciéndose después su
maduracién y proliferacion. En teoria, estas células reconocerdn y atacaran al
antigeno diana destruyendo a las células que lo porten en su superficie (Figura
4) <sup>8</sup><sup>8</sup>8 Actyalmente solo estd admitido el uso de una vacuna
terapéutica, Sipuleucel-T (Provenge), aprobada por la FDA en 2010y por la EMA
en 2013 para su uso contra el cancer de prdstata avanzado resistente a
castracion.!?
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Figura 3. Vacuna con DCs. Extraccién, estimulacién y reintroduccion en el
organismo de las DCs del propio paciente.?



- Terapia celular adoptiva: consiste en extraer los linfocitos T del propio paciente
y modificarlos in vitro para que se dirijan contra moléculas de superficie o
antigenos de tejidos y células diana. Para reintroducirlas de nuevo en el paciente,
éste tiene que haber sido sometido a un tratamiento previo de
inmunosupresion. Dentro de esta terapia se incluye el uso de linfocitos T
infiltrantes de tumor (TILs), células T con receptor de antigeno quimérico (CARTSs)
y la transfeccidn del receptor de linfocitos T (RLT o TCR).*3
Como muestra la figura 4, para lograr que el CARy el TCR del linfocito T expresen
el antigeno deseado se debe modificar genéticamente dicha célula T. La
introduccion del material genético se realiza mediante transfeccién con un
plasmido, vector viral, u otras herramientas para la transferencia (como CRISPR);
siendo éste, por tanto, un uso solapado de la terapia celular con la terapia génica.
Por su parte, el uso de TILs no requiere modificaciones genéticas previas, basta
con obtener los linfocitos T del paciente que se encuentran en la masa tumoral
atacando a las células malignas, estimularlos in vitro y reintroducirlos de nuevo
en el paciente.
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Figura 4. TCRy CAR. Esquema de la secuencia de pasos en la terapia celular
adoptiva usando TCRy CAR. !

La inmunoterapia es un tratamiento complejo y para que sea eficaz requerira no sélo el
uso de antigenos diana apropiados, sino también la optimizacion de la interaccidn entre
el péptido antigénico, la célula presentadora de antigeno (APC) y la célula T; asi como el
blogueo simultaneo de mecanismos de regulacién negativos del sistema inmune
mediante, por ejemplo, el uso de anticuerpos monoclonales y proteinas de fusidn al
receptor de la regidn constante. 3



ANTICUERPOS MONOCLONALES
CONCEPTO

Los trabajos realizados por Kohler y Milstein permitieron desarrollar una metodologia
de obtencién de anticuerpos provenientes de un mismo clon de linfocitos B y, por lo
tanto, de idéntica porcidn variable y especificidad antigénica. A estos anticuerpos se los
denomina anticuerpos monoclonales (mAbs).

Los anticuerpos son glucoproteinas producidas y secretadas por los linfocitos B del
sistema inmunitario. Las moléculas (extracelulares) a las que se unen los anticuerpos
son, por definicién, antigenos, siendo las proteinas y los hidratos de carbono los mas
comunes. La parte de un antigeno a la que se une el anticuerpo se llama determinante
antigénico o epitopo. La union de los anticuerpos a un patdgeno puede inactivarlo y/o
volverlo susceptible a la destruccidon por otros componentes del sistema inmunitario.
Cada uno de los anticuerpos es especifico pudiendo unirse sélo a un tipo de antigeno o
a un numero muy pequefio de antigenos diferentes.

La célula B madura expresa en su membrana una proteina, lainmunoglobulina (Ig), cuya
forma secretada son los anticuerpos, que actuara como receptor para el antigeno. El
desarrollo de las células B comprende etapas en las que se ensamblan diferentes
componentes de su receptor. En este proceso cada célula B queda restringida a expresar
una sola forma del receptor, pero esta forma varia de una célula a otra. Cuando el
antigeno se une al receptor las células B son estimuladas para que proliferen y se
diferencien en células plasmaticas, que adquirirdn entonces capacidad para secretar
anticuerpos de la misma especificidad que tenia la inmunoglobulina unida a la
membrana. * Hay que tener en cuenta, que la respuesta fisioldgica al ingreso de un
antigeno es siempre policlonal, ya que, aun cuando se trate de un uUnico epitopo
antigénico, suele haber mas de un clon de linfocitos B con capacidad para reconocerlo.
Por otra parte, durante la reaccién en el centro germinal, los centroblastos modificaran
por hipermutacién somatica la porcién variable de las inmunogloblinas, dando lugar a
distintos clones o subclones de linfocitos B, todos especificos para el antigeno que
estimuld la respuesta de anticuerpos. 1

ESTRUCTURAY TIPOS DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos estdn compuestos por una unidad bdasica de cuatro cadenas
polipeptidicas. Esta unidad consiste en dos cadenas pesadas (cadenas H) idénticas y dos
cadenas ligeras (cadenas L) también idénticas, de menor tamano, que se ensamblan en
una estructura parecida a la letra Y (Figura 5). Hay diferentes tipos de Ig: 1gG, IgM, IgD,
IgA e IgE. La IgG es la clase mas comun de Igs utilizada como base estructural para la
produccién/generacién de anticuerpos monoclonales terapéuticos'®. Tipicamente, IgG
funciona en la fase secundaria de una respuesta inmune. Es el anticuerpo mas
abundante, representando el 80% de los anticuerpos en humanos. Hay 4 subclases de
IgG (IgG1-1gG4) en humanos que varian en abundancia en el suero y en la afinidad de
union a los receptores del fragmento cristalizable en el sistema inmunitario. 1gG1 es la
subclase de 1gG mds abundante, seguida de 1gG2, 1gG3 e IgG4. Excepto 1gG3, que tiene
una vida media de eliminacién de =7 dias, los subtipos de I1gG tienen vidas medias de



eliminacion de =20 a 21 dias. Generalmente se prefiere el isotipo IgG1, por su mayor
estabilidad intrinseca y su mayor capacidad de desarrollar funciones efectoras. Por su
parte, la 1gG2 vy la 1gG4 presentan la menor actividad efectora, lo que puede ser
interesante cuando no se busque este aspecto, si bien, en contrapartida presentan
problemas de estabilidad intrinseca. Aunque la IgG3 tiene una funcionalidad intrinseca
similar a la de la IgG1, casi no es empleada porque presenta problemas de estabilidad,
su vida media sérica es corta debido a la protedlisis de su regién bisagra y expresa
polimorfismos alotipicos (pequefias diferencias estructurales entre individuos de la
misma especie). 1°

TECNICAS DE OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos policlonales comprenden todas las inmunoglobulinas generadas por las
células B en respuesta a un antigeno. El método tradicional para fabricar anticuerpos
policlonales de la especificidad deseada consiste en inmunizar animales con el antigeno
apropiado y luego preparar ANTISUEROS (suero sanguineo que contiene los
anticuerpos) a partir de su sangre. La especificidad y la calidad de estos antisueros
depende mucho de la pureza del preparado de antigeno inmunizante, porque el sistema
inmunitario producird anticuerpos contra todos los componentes extranos que
contenga este preparado. Por consiguiente, los antisueros especificos contra un
determinado antigeno solo pueden elaborarse cuando el antigeno se encuentra
disponible en su forma purificada. **

El método clasico para obtener anticuerpos monoclonales no parte necesariamente de
un antigeno muy purificado. En este método se aislan las células B del bazo de los
animales previamente inmunizados (habitualmente ratones, expuestos al antigeno de
interés por via endovenosa) y se las fusiona con células de mieloma de ratén
(plasmocitoma) obteniéndose una célula hibrida denominada HIBDRIDOMA (Figura 5).
La fusidn se realiza en base a un protocolo estricto que emplea polietilenglicol (PEG)
para facilitar la fusion celular. Su accién se basa en disminuir las fuerzas eléctricas de
repulsion entre células determinadas por la presencia de acido sialico en las membranas
celulares. La fusidn esponténea, en ausencia de PEG, ocurre a una tasa muy baja. La tasa
de fusiéon empleando PEG varia entre 1 hibridoma por cada 50.000 linfocitos y
11.000.000 por lo que, utilizando un buen inmundgeno, es posible obtener entre 200 y
500 hibridomas en cada fusion. Los hibridomas se cultivan en un medio selectivo que
contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT) ya que en la suspensién celular
posterior a la fusién encontraremos también células de mieloma sin fusionar o fusiones
de mieloma con mieloma, asi como linfocitos no fusionados. Estas ultimas mueren
espontaneamente a los pocos dias, pero las células tumorales fusionados entre si y las
no fusionadas se multiplican rdpidamente, a una tasa igual o mayor que la de los
hidridomas productivos y es necesario eliminarlas. Para ello se emplean usualmente
células de mieloma carentes en la enzima hipoxantinaguanina-fosforibosiltransferasa
(HGPRT) o también, aunque de uso menos frecuente, células carentes en la enzima
timidinquinasa (TK). Estas enzimas permiten la utilizacion de bases puricas o
pirimidinicas de origen exdgeno para la sintesis de DNA celular. El medio selectivo HAT
contiene ademas aminopterina que es un antagonista competitivo del acido dihidro-
félico, vitamina implicada en la sintesis de los nucledtidos necesarios para estructurar el
DNA (actia como coenzima). De esta manera queda blogueado el empleo de bases
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nitrogenadas enddgenas para la sintesis de DNA. Los linfocitos B de origen esplénico
presentan la informacién genética para la sintesis de HGPRT y la aportan a la célula
hibrida permitiendo su supervivencia al emplear las bases nitrogenadas del medio
selectivo externo para su sintesis de DNA. Por tanto, las células de mieloma no
fusionadas, carentes de la enzima, son eliminadas en un corto periodo de tiempo. 1®

Plasmocitoma no
Plasmocitos secretor de Ig

+ Cultivo en e
Q Q medio HAT

©®©6

"I Fusion con PEG l . @ O @ @%

Raton sensibilizado
contra el antigeno de
interés

Obtencién HIBRIDOMA ’

\(

ELISA ,( A5

\,

Seleccién de Ios
hibridomas

productores de
anticuerpos contra el
antigeno de interés.

Obtencién de
células B del
bazo ratén

N >/)//// 6

Purificaciéon
de los mAbs

Figura 5. Técnica del hibridoma. Esquematizacion del proceso por el que se obtienen
anticuerpos monoclonales a partir de la fusidon de células B de un ratdn previamente
inmunizado contra el antigeno de interés y las células de mieloma que les otorgan una
capacidad de replicacion ilimitada. Ver explicacion detallada en el texto. 117

Los hibridomas resultantes presentan dos propiedades: proliferan indefinidamente y
secretan anticuerpos especificos contra el antigeno empleado en la inmunizacion. Esta
tecnologia revolucioné el empleo de los anticuerpos tanto en lo relativo al enfoque
diagndstico como terapéutico. Las células del hibridoma se separan individualmente y
las que producen los anticuerpos de la especificidad deseada se identifican (tamizaje)
siendo seleccionadas para su clonacién. Todos los anticuerpos producidos por un
hibridoma son, en teoria, idénticos y por eso se llaman anticuerpos monoclonales.

El uso de anticuerpos monoclonales como agentes terapéuticos tiene limitaciones
puesto que tras la administracidn inicial los pacientes humanos fabricaban anticuerpos
especificos contra las regiones C de los anticuerpos de ratdn utilizados. La reaccion de
estos anticuerpos con cualquier dosis siguiente de anticuerpos monoclonales de ratén
disminuia su efecto terapéutico y aumentaba la probabilidad de complicaciones. Para
superar este obstaculo se implementd la quimerizacién (1985) y la humanizacion (1986)
de los anticuerpos monoclonales murinos. Para llevarlo a cabo se emplea la
TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE (conjunto de técnicas que permiten aislar un
gen de un organismo, para su posterior manipulacion e insercién en otro diferente),
gracias a la cual se consiguen unir los genes que codifican la regiéon variable de las I1gG
de ratdn con genes que codifican la regidon constante humana para, mas tarde, ser
insertados en células de mieloma, donde producirdn nuevas moléculas de anticuerpo
gue tendran el fragmento Fab del ratén y el resto humano (anticuerpo quimérico).
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De manera similar, la humanizacién consiste en que las secuencias que codifican las
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de las cadenas pesadas y ligeras
del anticuerpo monoclonal del ratén se usen para reemplazar las secuencias que
codifican las CDR correspondientes de una inmunoglobulina humana (con especificidad
irrelevante). Asi, las células que expresan las cadenas pesadas y ligeras humanizadas
producen un anticuerpo en el que sdlo las regiones CDR son de origen murino (portan
la especificidad contra el antigeno) y el resto humano (anticuerpo humanizado). 1*

Con la llegada de la tecnologia PHAGE DISPLAY (tecnologia de presentacion sobre fagos
filamentosos, TPFF) aparecieron los primeros mAbs completamente humanos 2. Esta
tecnologia se reconoce como una herramienta poderosa para seleccionar nuevos
péptidos y anticuerpos que se pueden unir a una amplia gama de antigenos diferentes.
Los fagos filamentosos son particulas virales flexibles cuyas cepas M13, f1 y fd infectan
bacterias Escherichia coli a través de su unién al receptor (proteina plll- pilus F
bacteriano) y la posterior translocacién de su material genético al interior. La bacteria
hospedadora comienza su ciclo de replicacion en el que se encuentra el material
genético que contenia el fago, dando lugar a nuevas particulas virales que se ensamblan
y se liberan al medio. Esta tecnologia se basa en la modificacién por ingenieria genética
de las particulas de fagos, de tal forma que cada una de ellas puede incorporar a su
material genético los genes de interés, y exponer en la capside viral las secuencias
proteicas codificadas (gracias a la maquinaria de la bacteria). El material genético de los
anticuerpos se puede obtener gracias al aislamiento del ADN a partir de linfocitos B
humanos (cada célula produce un solo tipo de anticuerpo contra un antigeno
determinado). La TPFF permite seleccionar un péptido o proteina a partir de una
biblioteca empleando, un anticuerpo monoclonal, un suero policlonal, una proteina, un
receptor, o incluso moléculas de origen lipidico o azucares, mediante un procedimiento
de purificacién por afinidad denominado genéricamente seleccién o “biopanning”. En
esencia la biblioteca de anticuerpos sobre fagos se enfrenta al antigeno en ciclos de
seleccioén repetidos que incluyen pasos de unién, lavados y elucién (extraccion) de los
fagos unidos. Con los fagos seleccionados se infectan bacterias y se cultivan para
producir los fragmentos de anticuerpo. Con el objetivo de incrementar la probabilidad
de obtener fragmentos de anticuerpo diversos y de elevada afinidad, se recomienda
realizar entre dos y tres ciclos de seleccidny utilizar técnicas de alto flujo para el tamizaje
(ELISA, microarray, inmunoensayos sobre membranas de nitrocelulosa) y la
identificacion de los anticuerpos deseados. La mayor complejidad de las estrategias de
seleccidén se alcanza en los sistemas in vivo, en los que la mezcla de fagos se inyecta
directamente en animales y se recolectan y examinan los tejidos u drganos de interés,
aislandose aquellos fagos portadores de fragmentos de anticuerpo que se acumularon
selectivamente en la region blanco producto de las interacciones antigeno-anticuerpo.
Este método de seleccion resulta de interés para la identificacion de nuevos farmacos y
sus mecanismos de circulacién in vivo®. Adalimumab fue el primer anticuerpo
terapéutico derivado de una biblioteca sobre fagos filamentosos que fue aprobado por
la FDA (EUA) en el afio 2002 para uso en humanos. Este anticuerpo tiene la capacidad
de neutralizar al TNF-a y se utiliza en la actualidad principalmente para el tratamiento
de la artritis reumatoide.

Otra estrategia para la obtencion de anticuerpos monoclonales humanos consiste en el
empleo de ratones que no expresen genes de inmunoglobulinas funcionales, es decir,
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animales transgénicos cuyos linfocitos B expresen las cadenas H y L humanas. La
inmunizacién de estos ratones con el antigeno de interés genera células B que, al ser
fusionadas con las células provenientes del mieloma de ratén, producen hibridomas
secretores de anticuerpos monoclonales “humanos”. !

Se ha conseguido también producir anticuerpos monoclonales capaces de transportar
determinadas sustancias, por ejemplo, citotéxicas para ser liberadas en el sitio de unién
al antigeno, actuando, de este modo, de una manera mucho mas selectiva. También se
ha logrado producir anticuerpos con multiples dominios de unién, capaces de unirse a
dos o mas antigenos distintos, dando lugar a moléculas biespecificas o bivalentes,
trivalentes y tetravalentes.

Por otra parte, las nuevas técnicas de ingenieria molecular permiten disefiar anticuerpos
muy especificos al tiempo que reducen la inmunogenicidad, por ejemplo, minimizando
el tamano del anticuerpo, pero conservando sus sitios de unién al antigeno. Un ejemplo
de esto serian los anticuerpos de cadena sencilla (scFv). Este enfoque tiene como
objetivo mejorar la biodisponibilidad y reducir la respuesta inmune contra los
tratamientos inmunoterapicos. Ademads, cuando estos fragmentos estan disefiados para
radioinmunoterapia o imagenes “in vivo”, |a falta de una regidn constante permite una
mejor depuracioén renal. Para los métodos de diagndstico, como la inmunohistoquimica,
la falta de Fc (fragmento cristalizable) asegura, ademas de una mejor distribucion del
tejido, una unién no especifica reducida. Siguiendo este mismo abordaje, cabe sefalar
a los nanoanticuerpos, también llamados anticuerpos monoclonales recombinantes de
dominio simple, anticuerpos Vun 0 Heavy-chain antibodies; los cuales Unicamente estan
compuestos por la region variable de la cadena H, sin cadena L y se obtienen a partir de
las 1gG2 e 1gG3 de camélidos, mediante su inmunizacion previa o con la tecnologia del
phage display ya comentada.

| A |
B [ Fragmentos
monodominio (Vyy)
(NANOANTICUERPOS)

Anticuerpos de
cadena pesada de
camélidos

1gG convencional

Figura 6. Anticuerpos de cadena sencilla (scFv) y nanoanticuerpos.
Representacion esquematica de la estructura de la Ig de camélido (B) compuesta
Unicamente por dos cadenas pesadas, en contraposicion a la IgG convencional (A). La
region variable de la cadena pesada del anticuerpo de camélido corresponderia al que
se denomina nanoanticuerpo®.

El sistema de expresion de proteinas ideal deberia proporcionar proteinas
recombinantes de alta calidad, en cantidad suficiente y a un coste de produccion bajo.
Sin embargo, especialmente para las proteinas terapéuticas complejas como los
anticuerpos monoclonales, quedan muchos desafios para cumplir con este objetivo.
Tradicionalmente, los mAbs se han producido a través de la tecnologia del hibridoma sin
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embargo, la capacidad de estos sistemas es limitada y el proceso es largo y laborioso.
Una alternativa prometedora es la produccidon de mAbs a través de ingenieria genética
utilizando levaduras, células de insectos infectadas por bacillus sp. o plantas 2.

El historial de produccion de mAbs en plantas abarca 25 afios. El primer mAb producido
en una planta se disefié basandose en un ADNc de una IgG1 catalitica murina derivada
de hibridoma llamada 6D4, y se sintetizd y ensamblé en plantas transgénicas de
Nicotiana tabacum dando como resultado un mAb tan funcionalmente activo como su
equivalente de mamifero 22. Las plantas transgénicas de N. tabacum también se usaron
para producir un mAb secretor de IgA e IgG (slgA/ 1gG) que reconocia al antigeno de
superficie 1/1l de Streptococcus mutans in vitro 23 y se evalué para el tratamiento de
caries dental en humanos %*. En la tabla inferior (Tabla: 1) se muestra un resumen de
las principales ventajas e inconvenientes en los diferentes métodos, mencionados a lo
largo de este apartado, para la obtencién de mAbs.

PRINCIPALES VENTAJAS PRINCIPALES INCONVENIENTES
BACTERIAS Bajo coste. Pocas modificaciones
postraduccionales.
Endotoxinas.

LEVADURAS Bajo coste. Diferencias con la forma de
Célula eucariota. glicosilacion de los mamiferos.
BACTUBACILUS Similares modificaciones Contaminacion con las propias
postraslacionales que las particulas del virus, lo que
células eucariotas. incrementa el coste por precisar
mas purificacion.
CELULAS DE Muchas modificaciones Problemas en la seguridad como
MAMIFEROS postraslacionales la contaminacion por células del
(generacién de mAbs huésped, virus o ADN con
complejos). capacidad oncogénica.
Coste mayor.
PLANTAS Bajo coste. Produccion en Diferencias estructurales con las
grandes cantidades. proteinas de mamiferos.
Similares modificaciones Potenciales reacciones de
postraslacionales que las hipersensibilidad.

células eucariotas y menos
riesgo de contaminacion.
Tabla 1: Métodos de obtencion de mAbs. Principales ventajas e inconvenientes de
los distintos métodos mencionados para la obtencion de mAbs. 2921

NOMENCLATURA

La nomenclatura de los anticuerpos monoclonales, como la de otros compuestos
farmacoldgicos, viene determinada por el Programa Internacional de Denominaciones
Comunes (International Nonproprietary Names, INN) de la OMS, que ha ido
completdndolo a lo largo de los afios (Tabla 2). El nombre consta de varias partes:
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prefijo, sufijo, infijo A y B. Ademas, la denominacidon de los mAbs puede contener un
segundo término, lo que sucede cuando estan conjugados a una molécula.

PREFIO: es libre y puede ser el que desee el propietario o el descubridor. La Unica
condicion que debe de cumplir es que contribuya a la eufonia del nombre y a su
identificacion.

INFUJO A: indica la diana frente a la que va dirigido el anticuerpo. Permite identificarla
mediante una serie de letras; normalmente se emplea una, pero para que la eufonia de
la palabra puede afiadirse, si es necesario, una vocal (sefialada entre paréntesis en la

segunda columna de la tabla inferior).

If)Humano
\WrHumanizado

\ r/Quimérico

Murino

INFIJO B: indica la especie en la que se
basa la secuencia del anticuerpo Baja
monoclonal (Figura 7). Se une a la
terminacion —mab. De este modo, la
finalizacion de la palabra nos permite

-

deducir el origen del anticuerpo: -Umab:
100% proteina humana; -ZUmab:
aproximadamente 10% proteina murina; -

Omab: 100% proteina murina; -Ximab:
aproximadamente 33% proteina murina.

=== |nmunogenicidad

SUFJO: el sufijo universal para los
anticuerpos monoclonales es —mab, que
corresponde con la abreviatura inglesa de
monoclonal antibody. Las proteinas de Figura 7. Tipos de mAbs segun su origen.
fusion utilizan el sufijo —cept (por Diferentes  tipos  de  anticuerpos
ejemplo, etanercept, anticuerpo  monoclonales desarrollados a fin de
monoclonal constituido por la p75 del disminuir su inmunogenicidad en el ser
receptor del factor de necrosis tumoraly  humano. (1)

la porcion Fc de la IgG1 humana).

SEGUNDO TERMINO: cuando el anticuerpo monoclonal estd conjugado con otra
proteina o con un compuesto quimico, estos se identifican mediante una segunda
palabra, que se escribe separada. Por ejemplo, en el caso de una toxina, se emplea el
sufijo —tox en esta segunda palabra.

Se puede emplear el prefijo peg- para designar a los Mab unidos a polietilenglicosl
(pegilados), siempre que no haga el nombre excesivamente largo, en cuyo caso se usaria
un segundo término como pegol o similar. Cundo un anticuerpo estd unido a un
radioisotopo, el nombre de este se coloca delante del nombre del anticuerpo. Por
ejemplo, Tecnecio (99mTc) nofetunomab merpentan. **
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NOMBRE TIPO DE DIANA ORIGEN TIPO DE ANTICUERPO
Elegido por | -b (a)- bacteriana. a rata. mab: monoclonal.
el -c (i)- cardiovascular. axo hibrido rata- | pab: policlonal.
fabricante. | -f (u)- hongo. raton.

-gr (o0)- musculo- | e hamster.
esquelética relacionada | i primate.
con factores de | o ratoén.
crecimiento y receptores. | u humano.
-k (i)- interleukina. Xi quimeérico.
-l (i)- inmunomodulador. | xizu guimérico
-n (e)- neural. humanizado.
-s (0)- hueso. zu humanizado.
-tox (a)- toxina.
-t (u)- tumoral.
-v (i)- viral.

CE TU Xl MAB

Tabla: 2. Nomenclatura anticuerpos monoclonales. Detalle de las diferentes partes
que componen el nombre dado a cada mAb segun las normas del INN de la OMS.*°

INMUNOTERAPIA'Y ANTICUERPOS MONOCLONALES

La eficacia de los anticuerpos monoclonales como herramientas terapéuticas depende
de muchas variables, entre ellas, las caracteristicas del antigeno “diana”, su densidad en
la membrana plasmatica y su distribucidn tisular, asi como de la avidez, especificidad e
isotipo del anticuerpo monoclonal empleado. * Como ya se ha mencionado con
anterioridad los mAbs son en la actualidad los agentes mas empleados en la
inmunoterapia, mostrandose ejemplos de sus aplicaciones en la tabla inferior (Tabla: 3).
Algunos de los mecanismos de accion mediados por anticuerpos incluyen los siguientes:

1. Bloqueo de los receptores para el fragmento Fc de IgG expresados por las
células fagociticas. Son usados por ejemplo, como mecanismo protector en el
tratamiento de citopenias inducidas por autoanticuerpos.?®

2. Union a componentes del complemento. El bloqueo de componentes del
complemento evita la formacion del complejo atacante de membrana y la
destruccién de la célula diana; como seria el eritrocito en el caso de la
hemoglobinuria paroxistica nocturna. Un ejemplo es el eculizumab, un
anticuerpo monoclonal IgG que se dirige contra el factor 5 del complemento (C5)
y cuyo uso esta aprobado para el tratamiento del sindrome hemolitico urémico
y de la hemoglobinuria paroxistica nocturna?®, y se estd estudiando en otras
patologias como la glomerulopatia C3 ?7.

3. Tratamiento antiinflamatorio. Se puede llevar a cabo mediante el bloqueo de
citocinas y quimiocinas, lo que ha demostrado utilidad en patologias como la
enfermedad de Kawasaki y otras vasculitis. Es el caso del uso de infliximab,
anticuerpo monoclonal 1gG1l quimérico murino-humano, que suprime la
inflamacidn al bloquear el factor de necrosis tumoral alfa.?®
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NOMBRE NOMBRE DIANA; TIPO INDICACION ANO DE
COMERCIAL (12 vez) APROBACION
Daratumumab Darzalex CD28; 1gG1 Mieloma 2015
humano multiple
Elotuzumab Empliciti SLAMF7; Mieloma 2015
IgG1 multiple
humanizado
Nivolumab Opdivo PD1; 1gG4 Melanoma, 2014
< humano cancer de
8 pulmén no
o microcitico
S  Pembrolizumab | Keytruda PD1; 1gG4 Melanoma 2014
o humanizado
Silutiximab Sylvant IL-6; 1gG1 Enfermedad de | 2014
quimérico Castleman
Trastuzumab Herceptin HER2; IgG1 Cancer de 1998
humanizado | mama
Rituximab MabThera, CD20; IgG1 Linfoma no 1997
Rituxan quimérico Hodgkin
Vedolizumab Entyvio Integrina Colitis ulcerosa, | 2014
a4p7;1gGl | enfermedad de
humanizado | Crohn
Ustekinumab Stelara IL-12/23; Psoriasis 2009
1gG1
9,: humano
g Certolizumab Cimzia TNF-a; Fab Enfermedad de | 2008
2 humanizado, | Crohn
S .
Z pegilado
O  Adalimumab Humira, TNF-a; IgG1 | Artritis 2002
3 Amijevita humano reumatoide
Infliximab Remicade, TNF-a; IgG1 | Artritis 1998
Inflectra quiméico reumatoide,
enfermedad
inflamatoria
intestinal
Eculizumab Soliris C5;1gG2/4 Hemoglobinuria | 2007
humanizado | paroxistica
nocturna,
a sindrotn.e
= hemolitico
o urémico atipico
Natalizumab Tysabri Integrina Esclerosis 2004
ad; lgGa multiple
humanizado

Tabla 3. Anticuerpos monoclonales aprobados por la FDA. Mencidn de algunos mAbs en la que
se muestra: nombre, marca comercial, diana/tipo, primer uso terapéutico para el que fueron
aprobados y el afio de dicha aprobacidn por la FDA. Esta lista no pretende ser exhaustiva,
actualmente hay mas de 76 mAbs aprobados por la FDA para uso médico'®. Se puede ampliar la
informacién en www.antibodysociety.org
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Las enfermedades de etiologia autoinmune, como por ejemplo la artritis reumatoide o
la diabetes mellitus tipo |, afectan a un importante grupo de la poblacién. En su mayoria
son enfermedades crdnicas y todavia no se ha encontrado la cura definitiva para ninguna
de ellas, aunque si existen tratamientos que permiten controlar los sintomas. Aunque
se ha avanzado mucho en afos recientes en el conocimiento de los mecanismos que
conducen hasta la patologia autoinmune todavia no existen terapias que incidan de
forma especifica sobre las alteraciones inmunoldgicas que existen en estos pacientes.
La mayoria de los farmacos utilizados son antiinflamatorios o inmunosupresores.

En la actualidad existen numerosos ensayos para intervenir de forma especifica sobre
los mecanismos que conducen a la autoinmunidad, uno de ellos es el uso de anticuerpos
monoclonales precisamente por su gran selectividad. El ejemplo mas llamativo es el
TNF-alfa (ya comentado el uso de infliximab en la enfermedad de Kawasaki). Se ha
demostrado que esta citocina se produce en exceso en varias enfermedades
autoinmunes. Su neutralizacién con anticuerpos anti-TNF-alfa, como adalimumab e
infliximab, ha demostrado ser un tratamiento muy eficaz en ciertos casos de artritis
reumatoide y enfermedad de Crohn??3°, Cada vez son mas las posibles dianas que se
descubren para intervenir de forma especifica sobre estas enfermedades y los
experimentos que se estan llevando a cabo para conseguir tratamientos clinicos
especificos y eficaces.

4. Tratamiento antitumoral.

El objetivo es identificar una diana o blanco accesible al anticuerpo. Un ejemplo de ello
es el empleo del anticuerpo monoclonal reactivo contra las moléculas CD20 expresada
por todos los linfocitos B y que se emplea en el tratamiento de leucemias y linfomas de
células B, asi como en patologias autoinmunes.

Los anticuerpos monoclonales pueden actuar como anticuerpos neutralizantes o
inducir funciones efectoras a través de sus fragmentos Fc. En el primer grupo se ubican
los anticuerpos con capacidad para neutralizar citocinas o factores angiogénicos que
pueden favorecer el crecimiento tumoral. Es el caso del bevacizumab, una IgG1
humanizada que se une con alta afinidad al factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF-A). Este anticuerpo inhibe la angiogénesis en el microambiente tumoral y esta
indicado en combinacidn con quimioterapia basada en fluoropirimidinas, para el
tratamiento de pacientes adultos con carcinoma metastasico de colon o recto, asi como
para otro tipo de canceres como el cdncer metastdsico de mama y el carcinoma de
pulmaén no microcitico avanzado. 3!

Otros anticuerpos interfieren en la accion de factores de crecimiento de células
tumorales. En este grupo se incluye, por ejemplo, el anticuerpo R1507, dirigido contra
el receptor para el factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1), que esta siendo evaluado
en pacientes con tumores refractarios a la quimioterapia estandar 32.

En el grupo de anticuerpos monoclonales que actuan induciendo funciones efectoras a
través de su porcidn Fc debemos destacar, en primer lugar, aquellos que median la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA). El anticuerpo quimérico
murino/humano anti CD-20 (rituximab), empleado en el tratamiento de leucemias de
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células B y también en patologias autoinmunes, o el anticuerpo contra el receptor 2 del
factor de crecimiento humano o HER2 (trastuzumab), empleado en el tratamiento del
cancer de mama metastasico. Ambos median su actividad, al menos parcialmente,
induciendo la CCDA contra sus células diana.333

La activacion de la via clasica del complemento es otro de los mecanismos a través de
los que actuan muchos anticuerpos monoclonales. Por ejemplo, el ya mencionado anti-
CD20 rituximab, presenta una muy escasa actividad antitumoral en ratones deficientes
en Clq, trasplantados con un timoma que expresa el CD20 humano. Ello indica que,
junto conla CCDA, se requiere la activacion de la via clasica del sistema del complemento
para obtener una accion antitumoral eficaz.

Muchos anticuerpos monoclonales producidos con fines terapéuticos, aun cuando
acceden al tejido tumoral, suelen inducir bajos niveles de citotoxicidad. Con la intencién
de superar esta limitacion se han desarrollado moléculas quiméricas que acoplan al
anticuerpo una toxina, como la ricina o abrina, de origen vegetal o toxinas bacterianas,
como la toxina diftérica o la exotoxina de Pseudomonas. Todas ellas actuan inhibiendo
la sintesis proteica. Estas “inmunotoxinas” ejercen su actividad citotéxica de forma
selectiva, a diferencia de la quimioterapia y la radioterapia convencionales, que
destruyen las células en division o metabdlicamente activas, tanto normales como
malignas.

También se han conjugado anticuerpos monoclonales con radioisotopos o con
farmacos utilizados en tratamientos de quimioterapia a fin de incrementar su potencial
citotoxico. En este grupo se incluyen dos radioinmunoligandos, aprobados para el
tratamiento de los linfomas B: el yodo 131 o el itrio 90, acoplado con anticuerpos anti-
CD20.

SEGURIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales pueden presentar, al igual que otros farmacos, efectos
adversos. En este sentido, las dos preocupaciones mas importantes estan relacionadas
con la inmunomodulacion (incluyendo el desarrollo de cancer) y la aparicién de
infecciones, lo que ha dado lugar a una estricta regulacion por parte de las autoridades
sanitarias.

- Interaccidn entre el sistema inmunitario y los mAbs.

Las principales reacciones adversas derivadas de esta interaccidon son: reacciones
anafilacticas, enfermedad del suero, enfermedades autoinmunes, sindrome de lisis
tumoral (relacionado en realidad con la lisis de células tumorales) y sindrome de
liberacion de citocinas. La intensidad de las reacciones puede variar desde leve (por
ejemplo, reacciones locales en el lugar de la inyeccidn) a potencialmente mortales (por
ejemplo, anafilaxia o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica). Las reacciones
anafilacticas pueden estar mediadas o no por IgE. Los mecanismos por los que se
produce no siempre son bien conocidos. El desarrollo de una respuesta inmune frente
a un mAb implica la aparicion de efectos adversos y la pérdida de eficacia. Otro posible
efecto secundario de origen inmunoldgico seria el desarrollo de enfermedades
autoinmunes inducidas por bioldgicos (BIAD). La mayor parte de los casos se presentan
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entre el mes y el afio de iniciado el tratamiento con el agente bioldgico y en sus tres
cuartas partes se resuelven casi por completo al suspender el tratamiento.

- Infecciones.

Uno de los efectos secundarios importantes de tratamiento con farmacos que bloguean
el TNF-a es la reactivacion de una tuberculosis latente, probablemente porque este
agente desempefie un papel en el control del Mycobacterium tuberculosis. Por ello, la
recomendacién actual es tratar las tuberculosis latentes antes de iniciar el tratamiento
con anti-TNF (como el etanercept), sobre todo en areas endémicas. Otra entidad que
puede aparecer en el curso del tratamiento con bioldgicos es la leucoencefalopatia
multifocal progresiva (LMP) producida por el virus JC. En el caso de los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra IgE (como los usados para el tratamiento del asma) o en
los dirigidos contra la IL-5, hay riesgo de desarrollar parasitosis. Aunque se desconoce el
efecto que puede tener la ausencia de eosinéfilos en el ser humano, es posible que este
efecto no sea de mucha importancia.

- Anticuerpos monoclonales y desarrollo de cancer.

Si bien muchos de los mAbs se emplean en el tratamiento de las neoplasias, algunos de
ellos podrian suponer una potencial asociacion con el desarrollo de tumores como los
dirigidos contra IL-12 pues promueven la infiltracion de los linfocitos T citotdxicos en el
tumor 3%, o los dirigidos contra IL-23 pues se sospecha que pueden inducir procesos
proinflamatorios pro-tumorales 36. Sin embargo, alin no se pueden extraer conclusiones
definitivas a este respecto.

- Sindrome de liberacidn de citocinas (CRS).

El sindrome de liberacion de citocinas es una reaccién inmune grave que se produce en
respuesta al uso de inmunoterapia contra ciertos canceres (por ejemplo, las neoplasias
linfoides), en la que la retroalimentacién positiva conduce a una elevacion progresiva de
citoquinas inflamatorias por parte de los linfocitos T 3’. Puede ocurrir en respuesta a un
mADb terapéutico u otras terapias basadas en el sistema inmune tales como las CARTSs.
Algunos consideran que CRS es una forma extrema de reaccién a la infusién. EI CRS
puede estar acompafiado de fiebre, dolor de cabeza, nduseas, malestar general,
hipotensidn, erupcion cutanea, escalofrios, disnea y taquicardia. Se pueden observar
elevaciones de las aminotransferasas séricas y la bilirrubina, y, en algunas ocasiones, se
han notificado casos de coagulacién intravascular diseminada (CID), sindrome de fuga
capilar y un sindrome similar a la linfohistiocitosis hemofagocitica. El mayor factor de
riesgo para CRS es la carga tumoral. Los anticuerpos con mayor probabilidad de causar
CRS son aquellos que promueven la activacion de linfocitos T como:

- Blinatumomab, un mAb bifuncional que se une a la proteina CD3 de superficie
de célula T y al marcador CD19 de superficie celular, presente en células de
leucemia linfoblastica aguda (LLA) de células B precursoras. En una serie de 189
individuos tratados con blinatumomab, el 60 por ciento tenia fiebre, el 28 por
ciento tenia neutropenia febril y el 2 por ciento tenia CRS grado Il 8.

- Nivolumab, un mAb que se une e inhibe PD-1 que se expresa en las células T,
células B y células NK; su ligando (PD-L1) se expresa en células tumorales y se
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cree que interfiere con la funcion efectora de células T citotdxicas. Un informe
de casos describio el CRS después de una dosis Unica de nivolumab en un
individuo con enfermedad de Hodgkin; el paciente se recuperd, tuvo una
reduccion dréstica en el tamafio del tumor y pudo recibir dosis adicionales 3°.

- Se ha informado que Rituximab causa CRS particularmente en individuos con
tumores malignos de células B. Se han informado casos raros de CRS asociados
con rituximab en otros entornos “°.

Fiebre +/- Hipotensién Hipotension a Consecuencias Muerte.
sintomas qgue responde a pesarde la gue amenazan
constitucionales. los liquidos; infusion de la vida ingreso

hipoxia que sueros; hipoxia en la Unidad

responde a gue requiere de Cuidados

<40% de 02 240% de 02 Intensivos.

Tabla: 4. Gravedad sindrome de liberacidon de citocinas. Graduacion del CRS en
funcion de los sintomas, desde mas leve (grado 1) precisando Unicamente tratamiento
con paracetamol y vigilancia, hasta el fallecimiento del paciente (grado 5) 4.

La profilaxis para el CRS (paracetamol y difenhidramina) a veces se incorpora a los
protocolos de terapia. El manejo del SRC depende de la gravedad (Tabla: 4) y puede
incluir la interrupcién de la perfusion, el tratamiento sintomatico, los liquidos
intravenosos y el soporte ventilatorio %2. EI mAb tocilizumab, dirigido contra la
interleucina IL-6, ha sido eficaz en el tratamiento de CRS relacionado con las células
receptoras del antigeno quimérico (CAR), que, a diferencia de un mAb, no pueden
suspenderse una vez que se han infundido 2.

RESISTENCIA

El concepto de resistencia a los medicamentos no se aplica habitualmente a los mAbs,
pero en algunos casos se ha observado un comportamiento similar. Se debe
principalmente a un cambio en el comportamiento de la enfermedad (mecanismos de
escape que se veran en apartados posteriores de este trabajo), como por ejemplo le
ocurre a un individuo con céancer para el que un mAb fue inicialmente efectivo, pero
luego se volvid ineficaz. En otros casos, la eficacia reducida puede deberse al desarrollo
de anticuerpos neutralizantes producidos por el propio sistema inmune del paciente
gue estan dirigidos contra el mAb terapéutico. Esto se ha visto con ciertos mAbs, como
los dirigidos contra:

- Factor de necrosis tumoral (TNF) -alfa. Son: infliximab, adalimumab,
certolixumab pegol, golimumab y etanercept. El riesgo de desarrollar
anticuerpos parece ser menos comun con el uso de etanercept, una proteina de
fusion del receptor, y mas comun con infliximab.

- Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
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- Proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9). Se han producido
reacciones de hipersensibilidad como erupcién cutdnea, prurito y urticaria con
los inhibidores de PCSK9. Se han descrito reacciones alérgicas graves, que rara
vez incluyen eccema numular, urticaria grave y vasculitis por hipersensibilidad.

Se detectaron anticuerpos neutralizadores de farmacos en el 1,2 por ciento de
los pacientes tratados con alirocumab. Los pacientes que desarrollaron
anticuerpos neutralizantes para alirocumab tuvieron reacciones mas frecuentes
en el sitio de inyeccién que aquellos que no desarrollaron anticuerpos
neutralizantes (10.2% frente a 5.9%). Sin embargo, la pérdida constante de
colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL-C) disminuyd la eficacia no se
observd entre los pacientes que tenian anticuerpos neutralizantes 3.

A pesar de esto, no todas las alteraciones en la sefializacion celular causan que los mAbs
se vuelvan ineficaces y no todos los anticuerpos anti-mAb causan que el mAb sea
neutralizado.

PERSPECTIVAS DE FUTURO

Uno de los campos en los que mas se esta trabajando con la inmunoterapia es la
oncologia. En este sentido el uso de anticuerpos monoclonales tiene limitaciones:

1. Pobre accesibilidad a tumores sélidos. La escasa penetracién de los
anticuerpos en la masa tumoral supone una limitacién importante, ésta
se estimd para ciertos tumores, en soélo el 0,01% del anticuerpo
administrado. !

2. Escape tumoral (seleccidn de variantes sin el antigeno reconocido por el
mADb).

Actualmente se sabe que el sistema inmune es capaz de reconocer determinados
antigenos tumorales y a veces responde frente a ellos. En modelos de animales y en
algunos casos excepcionales de humanos se ha demostrado que esta respuesta es capaz
de eliminar ciertos tumores. Sin embargo, en la mayoria de los casos, aunque exista una
respuesta inmunoldgica, esta es incapaz de erradicar el tumor. Las razones de esta
ineficiencia se estan empezando a desentranar: muchos tumores desarrollan lo que se
conoce como mecanismos de escape, es decir, estrategias que les permiten evitar la
respuesta inmunoldgica. Las razones por las que un tumor puede evitar ser reconocido
y destruido por el sistema inmune son multiples y se pueden resumir en la figura 8.
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Figura 8. “Inmunoedicion” del cancer. Consta de tres fases secuenciales: eliminacién,
equilibrio y escape. En la fase de eliminacidn, la inmunidad innata y adaptativa trabajan
conjuntamente para destruir los tumores en desarrollo mucho antes de que den
manifestaciones clinicas. Se han identificado muchas de las moléculas y células inmunes
gue participan en la fase de eliminacidn, pero se necesita mas trabajo para determinar
su secuencia exacta de accion. Si esta fase llega a completarse no se desarrolla
cancer. Sin embargo, si una variante de célula cancerosa rara no se destruye en la fase
de eliminacién, puede entrar en la fase de equilibrio, donde su crecimiento se evita
mediante mecanismos inmunoldgicos. Se requieren células T, IL-12 e IFN-y para
mantener a las células tumorales en un estado de latencia funcional, mientras que las
células natural killer (NK) y las moléculas que participan en el reconocimiento o la
funcion efectora no intervienen; el equilibrio es Unicamente funcién de la inmunidad
adaptativa y es donde tiene lugar la edicién de lainmunogenicidad tumoral. El equilibrio
también puede llegar a limitar el crecimiento de canceres ocultos sin embargo, como
consecuencia de la constante presién de seleccién inmune aplicada a las células
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tumorales, pueden surgir variantes que (I) ya no seran reconocidas por la inmunidad
adaptativa (variantes de pérdida de antigenos o células tumorales que desarrollan
defectos en el procesamiento o presentacion de antigenos), (Il) se vuelven insensibles a
mecanismos efectores inmunes, o (lll) inducen inmunosupresores estado dentro del
microambiente tumoral. Estas células tumorales pueden entrar en la fase de escape, en
la que su crecimiento ya no estd bloqueado por lainmunidad causando una enfermedad
clinicamente manifiesta >4

Ademas del uso de anticuerpos, se estan estudiando diferentes abordajes en el
tratamiento del cdncer que, debido a su extensidn, seran comentados en apartados
posteriores °. En lo referente al uso de anticuerpo, algunas de las propuestas que se
estan investigando serian las siguientes:

- Inhibidores de moléculas del punto de control inmune (“immune checkpoints”).

Los puntos de control inmune son vias moleculares que impiden que los linfocitos T se
vuelvan en contra de los tejidos sanos. Este mecanismo de inhibicidon es aprovechado
por algunas células tumorales para escapar de la respuesta inmune. Una de estas
moléculas del punto de control inmune es la llamada muerte celular programada 1 (PD-
1) ubicada en la membrana de los linfocitos T. Cuando PD-1 se une a su ligando (PD-L1),
localizado en la superficie de algunas células tumorales, el linfocito T se inactiva y la
célula tumoral escapa al ataque. Por tanto, los anticuerpos monoclonales que inhiben
PD-1 (como nivolumab o pembrolizumab) evitan esta unién impidiendo la inhibicion del
linfocito T contra la célula maligna. Otros anticuerpos conseguirian el mismo efecto
dirigiéndose contra PD-L1 en la célula tumoral como atezolizumab, avelumab y
durvalumab. Otra molécula de este tipo es el antigeno 4 del linfocito T citotéxico (CTLA-
4) pero que, a diferencia de PD-1y PD-1L, se encuentra mas ampliamente distribuida, lo
qgue hace que su blogueo (mediante ipilimumab) genere gran cantidad de dafios
colaterales sobre los tejidos sanos.

A) B)

anti-CTLA-4 *
anti-PD-1 ’ anti-PD-L1

Célula dendritica Linfocito T citotoxico Célula tumoral Célula dendritica Linfocito T citotéxico Célula tumoral

Figura 9. Mecanismo de accién de los inhibidores de moléculas del punto de control
inmune. La imagen A muestra al Linfocito T bloqueado por las uniones PD1/PD-L1y
B7/CTLA-4. La imagen B muestra al linfocito T “desbloqueado” por la inhibicién de PD-
1, PD-L1 o CTLA-4 mediante anticuerpos. *°

Parece que los mejores resultados se obtienen al combinar ambos tipos de anticuerpos
(contra PD-1 o PD-L1 y CTLA-4) estando en estudio para el tratamiento de diferentes
tumores (Figura 9). Asi como la combinacion del bloqueo de estas moléculas con el uso
de quimioterapia, radioterapia y otros tratamientos oncolégicos. El mayor problema de
estos tratamientos (tanto por si solos como en combinacion) y que supone un reto
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futuro es su mala tolerancia y la gran cantidad efectos adversos potencialmente
mortales, los mds comunes son: rash cutaneo, colitis, hepatopatias, neumonitis vy
endocrinopatias (hipofisitis, tiroiditis). Asi mismo, parece que el beneficio producido es
muy variable de una persona a otra obteniéndose en algunos casos resultados no
superiores a los tratamientos quimioterdpicos, lo que supone un gran coste en su
investigacion. La variabilidad interpersonal hace necesaria la identificacion de
biomarcadores que permitan predecir la respuesta a un tratamiento determinado,
siendo especialmente importante en la inmunoterapia puesto que su coste es elevado
y la toxicidad considerable. Uno de estos marcadores podria ser la expresion de PD-L1
para el uso de inhibidores de PD-1 pero también se ha observado respuesta en pacientes
con expresiones bajas o nulas por lo que es necesario seguir investigando en este
aspecto. ¥

Una mayor compresion de los mecanismos inmunoldgicos subyacentes esta
conduciendo a la identificacion de varias dianas potenciales para la inhibicion del punto
de control y que actualmente se encuentran en fase inicial de desarrollo clinico. Algunas
de ellas son: el atenuador de linfocitos BTLA-B y T; VISTA; TIM3; gen 3 de activacién de
linfocitos (LAG3). ®

- Anticuerpos agonistas de receptores estimuladores de la respuesta inmune. En
lugar de bloquear un receptor e impedir la unién del ligando evitando Ia
activacion de una determinada respuesta por parte de la célula, los anticuerpos
agonistas se unen a diferentes receptores celulares potenciando las funciones
de la célula (Figura 10).

LIGANDO (SOLUBLE O
ANTICUERPO MONOCLONAL ANCLADO A MEMBRANA)

AGONISTA

ANTICUERPO MONOCLONAL
BLOQUEANTE
(ANTAGONISTA)

RECEPTOR

ESTIMULANTE RECEPTOR INHIBITORIO

Sefiales positivas
(activadoras o
coestimuladoras)

AGONISTAS DE ANTAGONISTAS DE
RECEPTOR RECEPTOR INHIBIDOR

Sefiales negativas
(inhibidoras de la activacién)

Figura 10. Anticuerpos agonistas. Representacion esquematica de los
mecanismos de accion propuestos para los anticuerpos monoclonales
inmunoestimuladores. 6

En la tabla: 5 se exponen algunos ejemplos de receptores cuya estimulacion (bien por
su ligando natural o por anticuerpos monoclonales) provoca un aumento de la respuesta
inmune que seria en principio beneficioso para la destruccidn del tumor. ® Todas las que
se citan estan siendo estudiadas en modelos animales o se hallan en fases tempranas
de desarrollo clinico:
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RECEPTOR/ LIGANDO ANTICUERPO EN POTENCIAL EFECTO
CELULAS QUE | NATURAL/CELULAS ESTUDIO
LO EXPRESAN | QUE LO EXPRESAN
4-1BB (CD137)  4-1BBL Urelumab Activacion linfocitos

neutrofilos;
Tregs

Linfocitos T I Linfocitos B T, CDs, monocitos y
activos; Tregs; | activados, CDs, neutrofilos.

NK; CDs I macréfagos.

0X40 (CD135) | OX40L Revertir la funcién
TCD4+; T I APCy linfociots T supresora de los
CD8+; CDs; activos. Tregs.

GITR (CD357)
T CD4+y CD8+
(1-3 dias tras la
estimulacion)

Anticuerpo murino
anti-GITR DTA-1
deteriora la funcion
Treg y mejora la
actividad
antitumoral de los
linfocitos T
citotoxicos.

Proliferacion T CD8+,
CDA4+. Inhibe la AICD.
Adhesion y
migracion de
leucocitos. Revertir
la supresion por
Tregs, Induce
memoria.

|
I APC

gran toxicidad
(liberacién de
citoquinas).

ICOS B7h, ICOSL Conmutacioén de isotipos, formacion de
T activadas centros germinales. T Tregs.
Compromiso del ICOS con ICOSL junto con el
blogueo de CTLA4 aumentd la eficacia de
: este ultimo. ¥
CD40 | cbaoL Dacetuzumab. Activacion CDs que
APC | Células T auxiliares. | Lucatumumab se unen a su ligando.
CD28 | CD80 0 B7.1/CD86 | Ya no estdn en Coestimulacion
Células T 0 B7.2 desarrollo por su CD80 (B7.1) y CD86

(B7.2). Estimulador
de células T ex vivo

Tregs: linfocitos T reguladores.
CDs: células dendriticas.

APC: células presentadoras de antigenos.
GITR: receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) inducido por glucocorticoides.
AICD: muerte celular inducida por activacion.
ICOS: coestimulador inducible de células T.

Tabla 5. Receptores involucrados en la estimulacion de la respuesta inmune:
implicacion y mecanismo de estimulacién de diferentes receptores celulares dentro
de la respuesta inmune ©),

- Anticuerpos biespecificos (BiTEs).

Los BiTEs funcionan como anclaje entre los linfocitos T y los antigenos diana con
independencia de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC o
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HLA). Estos anticuerpos consisten en un fragmento de proteina que contiene dos
regiones variables de cadena Unica separadas; un extremo reconoce C3 (que se expresa
en todos los linfocitos T) y el otro reconoce el antigeno diana (CD19, CD20, CD33, CD123,
HER2, molécula de adhesion a célula epitelial [EpCAM], BCMA, CEA, y otras). La ventaja
que aportan este tipo de anticuerpos con respecto a los monoclonales es que consiguen
una mayor implicacién de los linfocitos T en la respuesta inmune contra el tumor y por
tanto un atague mas potente. Ademas, los BiTEs son mas especificos que los anticuerpos
monoclonales en su unidn al antigeno puesto que interactian con dos moléculas de
superficie de forma simultanea y podrian usarse también para la neutralizacién de dos
cascadas de sefializaciéon diferentes a través de la inactivacion a nivel del receptor o los
ligandos. Sin embargo, los BiTEs no son muy selectivos puesto que muchos subtipos
celulares (no solo los linfocitos T citotdxicos) expresan CD3: Thl, Th2, CD4+ y Tregs. El
BiTE mas desarrollado es el blinatumomab, que tiene especificidad por el antigeno CD19
gue se encuentra en muchos tumores malignos de células B y en la fraccién constante
del receptor CD3 de los linfocitos T. Este anticuerpo fue aprobado de forma acelerada
por la FDA para el tratamiento de la leucemia linfocitica aguda con cromosoma Filadelfia
negativo basandose en resultados prometedores de pequefios estudios en fase inicial
que mas tarde se confirmaron en un estudio de mayor tamafio en fase Ill. *8 En Europa
también estd aprobado el uso de catumaxomab que se dirige contra EpCAM para el
tratamiento intraperitoneal de la ascitis maligna en adultos con carcinomas positivos
para ese antigeno. Parece que el uso de BiTEs se relaciona con una respuesta prolongada
tras el tratamiento lo que podria proporcionar inmunidad antitumoral duradera en el
organismo. En el caso de catamaxomab, se debe a la afinidad de su regién Fc por las
células dendriticas que presentan el antigeno. °

Hay mads de 60 BiTEs en fases preclinicas y 30 en ensayos clinicos, de ellos, dos tercios
estan centrados en el tratamiento del cancer, lo que nos da una idea de hacia donde se
estd enfocando principalmente la investigacion en el uso de la inmunoterapia. Sin
embargo, fuera del dmbito de la oncologia, las aplicaciones tanto de anticuerpos
monoclonales como de BiTEs son innumerables, desarrolldandose aplicaciones
diagndsticas y terapéuticas para enfermedades autoinmunes (artritis, asma y diabetes),
enfermedades infecciosas (como la neumonia), hemofilia A (sustitucion de la actividad
del factor VIl de la coagulacion por un BiTEs) y la enfermedad de Alzheimer. En este
sentido y a modo de ejemplo, se pueden mencionar las siguientes lineas de
investigacion:

- Enfermedad de Alzheimer:

El anticuerpo monoclonal tipo IgG: Aducanumab, se dirige contra la proteina 3-amiloide
cuya acumulacion parece ser uno de los principales mecanismos implicados en la
patogenia de esta enfermedad. Las primeras conclusiones muestran un moderado
enlentecimiento en la progresién de la sintomatologia de la enfermedad en pacientes
en fases iniciales de la misma. Actualmente se encuentra en ensayo clinico en fase 3,
implica a 1350 personas, se inicid en junio de 2015 y estd prevista su finalizacion en
marzo de 2022 °°. Otro abordaje que se estd estudiando y que se ha probado con éxito
en modelos de ratdn °%, es usar un anticuerpo biespecifico que se dirija al receptor de la
transferrinay a la proteasa BACE1 (implicada en la acumulacién de amiloide). El hallazgo
de que la unidn al receptor de la transferrina facilita el paso del anticuerpo a través de
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la barrera hemato-encefilica es importante no solo para la enfermedad de Alzheimer,
sino también para el disefio de nuevos anticuerpos en el tratamiento de otras
tauopatias. >?

- Hiperlipidemias:

PCSK9 es una serin-proteasa que se une al receptor de colesterol LDL (LDLc)y promueve
su degradacién lisosémica >3. A través de este mecanismo postranscripcional, PCSK9
limita el catabolismo de LDL y aumenta los niveles plasmaticos de LDLc. PCSK9 también
se dirige a la sintesis de lipoproteinas en el intestino contribuyendo a un perfil de lipidos
en plasma alterado. De esta forma, los pacientes homocigotos para mutaciones de
ganancia de funcion en el gen PCSK9 presentan el fenotipo clinico de
hipercolesterolemia familiar (HF) con xantomas tendinosos, antecedentes de
enfermedad cardiovascular, infarto de miocardio temprano y accidente
cerebrovascular. Por el contrario, los sujetos con mutaciones de pérdida de funcién en
el gen PCSK9 presentan niveles plasmaticos de LDLc mas bajos y estan protegidos contra
las enfermedades de las arterias coronarias >*°>°%, Los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra PCSK9 circulante han sido aprobados para el tratamiento de pacientes
con riesgo cardiovascular muy alto, pacientes con HF e intolerancia a estatinas. Se han
desarrollado tres anticuerpos dirigidos a PCSK9 (evolocumab, alirocumab, bococizumab)
y uno, LY3015014 estd en desarrollo °’. Evolocumab y alirocumab estan disponibles en
el mercado mientras que el desarrollo de bococizumab se ha detenido ya que se observé
una reduccion en la eficacia como consecuencia de la induccidon de anticuerpos
neutralizantes °2. Los resultados de los estudios de Fase Il indicaron que la terapia PCSK9
reduce el colesterol LDLc en un 60% -70% °°. Las terapias anti-PCSK9 no solo reducen los
niveles de LDLc sino que también favorecen la regresion de la placa aterosclerética,
como lo demuestra el ensayo GLAGOV, donde en pacientes con enfermedad coronaria
angiografica tratados con estatinas, la adicién de evolocumab produjo una disminucién
del -0.95% en el porcentaje de ateroma después 76 semanas de tratamiento 0. Mas
recientemente, el ensayo FOURIER demostré que la inhibicion de PCSK9 con
evolocumab, en un contexto de terapia con estatinas, redujo el riesgo de eventos
cardiovasculares (duracion media del seguimiento de 26 meses) apoyando aun mas el
beneficio de esta estrategia farmacoldgica ©?.

- Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH):

El desarrollo de la terapia antirretroviral combinada para limitar la infeccién por VIH y
sus complicaciones ha sido un importante logro de la medicina moderna, sin embargo,
estos medicamentos no erradican el virus; sélo suprimen su ciclo de replicacién celular.
Para tratar de erradicar el virus del organismo surge la propuesta de usar anticuerpos
biespecificos. Algunos BiTEs anti-VIH estan dirigidos contra el linfocito CD4+ y ademas
se unen a la regién variable V3 de la proteina gp120 (superficie del virus) dando lugar a
ScFvs biespecificos anti-VIH1, que han demostrado efecto sinérgico tanto in vivo como
in vitro. Otra variante es la unidn contra gp41 (de la capside viral), CD4 o CCR5 (del
linfocito T CD4+) como forma de prevencidn de la infeccién por VIH. 6263

Anticuerpos ampliamente neutralizantes (bNAbs): son anticuerpos neutralizantes, es
decir, que defienden por completo a la célula diana de un antigeno, pero cuyo efecto se
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extiende a una gran gama de antigenos, por ello su denominacion de “ampliamente
neutralizantes”. Los avances en el descubrimiento de bNAbs dirigidos a las
glicoproteinas de la envoltura del VIH-1 (Env) han despertado gran interés en su uso
como profilaxis previa a la exposicién para la prevencion y como agentes terapéuticos,
particularmente en combinacién con tratamiento antirretroviral para la remisién y
erradicaciéon del VIH 545, E| aislamiento y caracterizacion de bNAb se ha acelerado
mediante la integracion de informacién funcional y estructural emergente y nuevas
tecnologias de clasificacion y clonaciéon de células B individuales 967,
Los bNAbs son terapéuticamente beneficiosos ya que poseen una gran capacidad de
neutralizacién viral. Ademds, los bNAbs pueden facilitar las funciones efectoras
mediadas por fragmento (Fc) que promueven la lisis celular y el aclaramiento de las
células infectadas que expresan el Env del VIH-1 en la superficie celular mediante
citotoxicidad dependiente de anticuerpos y citotoxicidad dependiente del complemento

Otro enfoque es la combinacién de Bi-ScFvs (contra V3 y CD4) con un anticuerpo
ampliamente neutralizante que reconozca la regién externa de la membrana Env
(MPER) dando como resultado un anticuerpo triespecifico que tenga la amplitud de
reconocimiento antigénico propia de los anticuerpos neutralizantes y ademas la
especificidad de los BiTEs 8.

- Vacunas terapéuticas anti-ébola.

La inmunidad humoral juega un papel importante en la proteccién contra la enfermedad
producida por el virus del Ebola. Sin embargo, los datos derivados de los estudios de
transferencia pasiva a primates muestran que algunos anticuerpos protegen a los
animales de la infeccién posterior pero no neutralizan el virus, mientras que otros lo
neutralizan, pero no protegen. La importancia relativa de los anticuerpos que
neutralizan frente a aquellos que pueden conferir proteccion a través de otros
mecanismos (por ejemplo, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos,
mecanismos mediados por complemento o dependientes de Fc) no estd clara. De
acuerdo con estos datos, los regimenes de transferencia pasiva mas exitosos, incluido el
uso del céctel de anticuerpos monoclonales ZMapp (Mapp Biopharmaceutical), que
protegen y tratan a los animales de experimentacién expuestos al virus del Ebola,
incluyen combinaciones de anticuerpos dirigidos a diferentes funciones del efector de
la inmunidad humoral.

Los anticuerpos monoclonales contra la glicoproteina de la envoltura representan una
plataforma terapéutica prometedora para controlar las infecciones por filovirus. Sin
embargo, los mAb que exhiben propiedades de neutralizacion o proteccién contra
multiples filovirus son raros. 7°

Otras aplicaciones que estan siendo investigadas son el desarrollo de las llamadas
vacunas anti-idiotipo, que consistirian en anticuerpos que reproducen la morfologia del
antigeno induciendo la inmunidad. Actualmente no hay ninguno disefiado para el ébola
u otros filovirus pero hay ejemplos de su uso en la prevencién del dengue 7 o de la
malaria por lo que podria ser una opcidn a investigar.
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- Nanoanticuerpos.

Se ha propuesto que los nanoanticuerpos podrian reemplazar alos anticuerpos
convencionales debido a su manejo mas sencillo, alta estabilidad fisicoquimica, mayor
solubilidad, mejor penetracién en los tejidos, rapida eliminaciony su coste de
produccidon mas asequible. Al igual que ocurre con los anticuerpos monoclonales tienen
infinidad de potenciales usos, incluso en campos fuera de la inmunoterapia (como la
deteccidn de sustancias quimicas en el medio ambiente 7?0 de toxinas en alimentos 2°)
algunas de las aplicaciones que se estan desarrollando en el ambito médico son:

e Deteccidén de virus en alimentos como en el caso del rotavirus y norovirus
humano = kit de diagndstico.
e Prevencidn, deteccidn y control de enfermedades tropicales 73

- Otras patologias:

Osteoporosis: BiTEs que bloquea los factores de la via de transduccién de sefial Wnt
(esclerostina y Dkk1); mejora la formacion de osteoblastos y el crecimiento del tejido
6seo. 74

Hemofilia A: el BiTEs ACE910 se une a los factores de coagulacion sanguinea IX y X
reduciendo la tasa de hemorragia en esta enfermedad. La unidn a ambos factores
mejora la cascada de coagulacion. 7®

Uso en reumatologia: los BiTEs que se centran en las enfermedades autoinmunes
generalmente se unen a las citoquinas: TNF, IL1, IL4, IL14, IL17, IL23 y otros. 7®’7 Se ha
demostrado que el uso simultaneo de dos mAb contra citoquinas en enfermedades
autoinmunes tiene efectos secundarios graves sin una eficacia superior. A este respecto,
los BiTEs contra las enfermedades autoinmunes normalmente combinan dos sitios de
union al antigeno y proporcionan un mayor potencial terapéutico que la mezcla de dos
mAbs. 787° En particular, las citocinas mas terapéuticamente relevantes en la psoriasis
sonIL17, 1L23, IL6 y TNF. 89 ABT122 contra TNFa e IL17A tiene efectos clinicos en artritis
reumatoide y artritis psoridsica. 8 En contraste, los ensayos clinicos de Fase I/Il de
COVA322 (misma especificidad que ABT122) en la psoriasis 8 fueron cancelados por
motivos de seguridad.”® ABT981 estd dirigido contra IL1a e IL1B, citocinas inflamatorias
localizadas en el cartilago y el liquido sinovial de pacientes con osteoartritis 3.

TERAPIA CELULAR ADOPTIVA

Los procesos inmunoldgicos estan desencadenados por antigenos y consisten en dos
tipos de respuesta inmunitaria estrechamente relacionadas: respuesta mediada por
células T (inmunidad celular) y respuesta mediada por anticuerpos (inmunidad
humoral). Hasta ahora, este trabajo se ha centrado en describir el papel de los linfocitos
B y de los anticuerpos en la respuesta inmune contra antigenos de diferentes tipos
(inmunidad mediada por anticuerpos) y su utilidad en diferentes campos de la medicina.
Sin embargo, hay muchas mas células implicadas en la inmunidad, tanto innata como
adaptativa, siendo una de las mas relevantes en esta ultima el linfocito T.
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La terapia celular adoptiva o transferencia de células T adoptivas se refiere en general a
la practica de manipular células T, de los propios pacientes, ex vivo para hacerlas mas
reactivas a antigenos especificos.® Dentro de ella hay diferentes modalidades
terapéuticas cuyas ventajas y limitaciones se resumen, mas adelante, en la tabla 6. El
uso de células T dirigidas directamente contra antigenos especificos ha demostrado ser
una terapia prometedora contra el cancer y el VIH. Dentro de los usos terapéuticos de
los linfocitos T, el que parece mas prometedor es el uso de linfocitos T modificados
genéticamente para que expresen el receptor de antigenos deseado (en el caso del
cancer, los antigenos asociados a tumor o TAAs), serian las llamadas CART (células T con
receptor de antigeno quimérico) 3.

CELULAS T CON RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO (CARTs)

Las CARTs son linfocitos T genéticamente modificados, donde las células T propias
(autdlogas) del paciente se manipulan ex vivo para expresar el dominio de unién a
antigeno de un receptor de células B que se fusiona con el dominio intracelular de un
CD3 del receptor de linfocitos T (TCR). Como resultado, el reconocimiento de un
antigeno de superficie celular especifico activa la respuesta de los linfocitos T
independientemente del reconocimiento por parte del MHC >,

Las primeras composiciones de CART (figura 11) solo tenian un uUnico dominio de
senalizacion CD3, mientras que las actuales (32 generacidn) poseen tres dominios de
senalizacion: CD3, 41BB y CD28, lo que aumenta la persistencia del linfocito T y su
proliferacion . Ademds se puede mejorar aun mas su funcion efectora si se administran
conjuntamente con citocinas como la IL12 88, En la actualidad hay mds de 250 ensayos
clinicos con CART, siendo mds estudiado su uso en neoplasias hematoldgicas. Los
ensayos clinicos dirigidos a CD19, el pan-antigeno de los linfocitos B, han demostrado
un éxito notable en la leucemia linfoblastica aguda de células B (LLAB-B) ’. En ciertos
pacientes se han descrito efectos secundarios graves asociados al uso de CART, como el
ya comentado sindrome de liberacidén de citocinas, fiebre, hipotensidn, alteracion del
estado mental y convulsiones, requiriendo incluso en algunas ocasiones la necesidad de
cuidados intensivos. Los ensayos en pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC)
también han mostrado resultados prometedores 888°, Estdn en marcha numerosos
ensayos clinicos en tumores hematoldgicos, asi como fases tempranas de algunos
tumores sélidos utilizando como dianas el antigeno carcino-embrionario (CEA), la
mesotelina o el HER2.

LINFOCITOS T INFILTRANTES DE TUMOR (TILs)

Los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) representan una poblacién de células inmunes
gue reconocen el antigeno tumoral pero que puede haber desarrollado un fenotipo
agotado debido al microambiente generado por el tumor. Se entiende por fenotipo
agotado o “T-cell exhaustion” a la pérdida gradual y progresiva de las funciones de los
linfocitos Ty que puede culminar en la eliminacion fisica de las células que responden.
El agotamiento se puede desarrollar en condiciones de persistencia del antigeno, como
después de infecciones crdnicas por el virus de |la hepatitis B, el virus de la hepatitis Ce
infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana, asi como durante la expansién
tumoral. Ahora se dispone de mas informacion sobre los mecanismos moleculares que
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atenuan la capacidad de respuesta de las células T agotadas. Las células T agotadas en
el microambiente tumoral muestran receptores inhibidores sobreexpresados,
produccion disminuida de citoquinas efectoras y actividad citolitica, lo que conduce a un
fallo en la eliminacién de las células malignas. La restauracion de las células T agotadas
representa una estrategia esperanzadora para el tratamiento del céncer; dando
resultados prometedores en este aspecto y convirtiéndose en un gran avance en la
inmunoterapia del cdncer °°.

La expansidn ex vivo de TIL utiliza tejido tumoral recién resecado para extraer TiILs y
cocultivarlos junto con IL2 para estimular su expansion in vitro. Antes de la reinfusion de
TIL expandidos, el paciente recibe regimenes quimioterapéuticos no mieloablativos
como ciclofosfamida o irradiacién corporal total, que funciona para reducir el nimero
de linfocitos T reguladores, inhibidores u otros tipos de linfocitos en el paciente que
estaban frenando la respuesta inmune contra el tumor °*. Los TILs estimulados in vitro,
compuestos en gran parte por CD8+ y en menor medida por linfocitos T CD4+, se
reintroducen en el paciente a dosis elevadas junto con altas dosis de IL2 donde pueden
reconocer antigenos tumorales especificos en un microambiente que ahora es menos
propenso a inducir tolerancia.

Este enfoque terapéutico ha demostrado eficacia en un grupo de pacientes con
melanoma °2 y también ha mostrado respuestas en otras enfermedades malignas como
el carcinoma de células escamosas del cuello uterino y el colangiocarcinoma 93°4,
Ademas, recientemente, se ha visto también eficaz para el cancer de mama metastdsico
utilizando, para este ultimo, una estrategia combinada con inhibidores del punto de
control inmune % (ver apartado “terapias combinadas” mds adelante).

Principales limitaciones:

- No todos los tejidos tienen TIL extraibles ni todos los TIL se pueden expandir in
vitro.

- Es un proceso largo, semanas desde la extraccion de TIL hasta el inicio de la
reinfusion.

RECEPTOR DE LINFOCITOS T (RLT o TCR) MODIFICADOS GENETICAMENTE

El complejo de receptores de células T (TCR) consisten en una cadena o y una cadena f3
(receptores CD4 o CD8) asociadas de manera no covalente con el complejo CD3 en la
superficie de las células T (figura 11). La activacién de las células T se produce cuando el
TCR reconoce péptidos unidos de forma no covalente al MHC en la superficie de células
presentadoras de antigeno o de las células tumorales °6. Por tanto, TCR tiene dos
componentes transmembrana:

- Los receptores CD4 o CD8 que se unen al MHC. Las proteinas CD4/CD8 en
muchas células T consisten en una alta variabilidad de subunidades alfa unidas a
la subunidad beta. Estas regiones variables se parecen a la fraccidon Fab de un
anticuerpo y son responsables de la especificidad de una célula T por su antigeno
particular.
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- Las moléculas CD3 que codifican los complejos de proteinas transmembranas
transmembrana con una tirosina intracelular que genera sefales intracelulares
dando lugar a una cascada de activacion de los efectores.

TCR CAR 12 GENERACION CAR 22 GENERACION CAR 32 GENERACION

Linker

VH VL
scFv

Hinge

D28 (@ or 4188 g CD28
44188

Figura 11. Disefiando linfocitos T. Disefio de TCR frente a CART. Las células T se pueden
redireccionar para que tengan especificidad hacia los tumores mediante la introduccion
de proteinas TCR transgénicas (izquierda) (receptores de células T) o (derecha) CAR
(receptor de antigeno quimérico). Los CAR son proteinas de fusién de una porcién
extracelular que generalmente se deriva de un anticuerpo y mddulos de sefializaciéon
intracelular derivados de proteinas de sefalizacion de células T. Las CAR de primera
generacion contienen CD3, mientras que las CAR de segunda generacién poseen un
dominio coestimulante (CD28 o 4-1BB) fusionado a CD3. Los CAR de tercera generacién
constan de dos dominios coestimuladores vinculados a CD3z. scFv, fragmento variable
monocatenario; VH, cadena pesada variable; VL, cadena ligera variable.

La primera inmunoterapia contra el cancer de células T TCR utilizada en la clinica fue
probada contra el melanoma metastasico y utilizé un TCR que unia un antigeno A2 de
los linfocitos humanos (HLA-A2) de un antigeno de diferenciacién melanocitica ¥.
Posteriormente, se desarrollé6 un TCR de mayor avidez dirigido al epitopo MART-1
(antigeno de melanoma reconocido por células T 1), con el objetivo de lograr un
reconocimiento mejorado de células malignas con menor expresion de MART-1. Aunque
se demostro una tasa de respuesta mejorada, se incluyd un costo para los melanocitos
normales en la piel, los ojos y la cdclea ®8. Tal toxicidad ocurrié en mas de la mitad de los
pacientes tratados, lo que mostrdé que la linea que separa la eficacia y la toxicidad
cuando sefializan antigenos compartidos puede ser delgada. Por otro lado, el uso de TCR
contra el antigeno NY-ESO-1 de cancer de testiculo ha producido eficacia clinica sin
toxicidad apreciable, lo que ha supuesto un esperanzador resultado en el uso de esta
terapia °%; las células T modificadas NY-ESO-1 se encuentran actualmente bajo

evaluacién en un ensayo clinico en fase tardia (NCT01343043, clinicaltrials.gov).

Otro enfoque para aumentar la funcion de las células T efectoras contra un antigeno
particular, es disefiar un TCR soluble (CD8) y fusionarlo con el fragmento variable que
reconoce a la célula efectora, como CD3 1%, Mediante ingenieria genética se introduce
en los linfocitos genes que codifican para un TCR especifico de un complejo
antigeno/MHC, y de esta manera una vez la célula lo exprese, sera capaz de detectary
destruir Unicamente a la célula tumoral que presente ese antigeno. Las ventajas que
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tiene el disefiar un TCR en lugar de un fragmento de anticuerpo son una mayor afinidad
por la cadena peptidica y permitir la seleccidon de fragmentos peptidicos intracelulares

101

VENTAIAS [ ummAciones |
CART | Reconocimiento de Solo reconocen antigenos extracelulares
antigenos (membrana).
independientemente Sindrome de liberacién de citocinas mas grave que
del MHC. el producido por TCR.
% TiLs Buenos resultados en Se desconoce la causa de su efectividad.
(@] canceres como el Tratamiento individualizado a cada paciente.
= melanoma. Dificultad para saber cudles son los linfocitos mas
g Toxicidad baja. sensibilizados contra el tumor.
£ Requiere uso conjunto de otras terapias
(inmunosupresores, coestimuladores).
TCR Reconoce antigenos Requiere MHC-1 y HLA. Reconocimiento cruzado
intracelulares y de TCR de otros antigenos %, Ataque a tejidos
extracelulares. sanos, toxicidad dificil de prevenir. Corta duracion.

Tabla 6. Tipos de terapia celular adoptiva. Tabla comparativa de las diferentes
modalidades de terapia celular adoptiva en la que se resumen las principales ventajas
y limitaciones de cada una de ellas>84858¢,

Uno de los mayores desafios en el desarrollo de enfoques terapéuticos basados en
células es la escasez de modelos preclinicos para evaluar la seguridad y eficacia de estas
terapias antes de su uso en humanos. Aunque la terapia celular adoptiva esta
transformando el tratamiento de las neoplasias malignas hematoldgicas, todavia existen
muchos obstaculos para aplicar con éxito estos enfoques terapéuticos en los tumores
solidos. Los avances en la ingenieria de células T, edicidon de genes y fabricaciéon de
células tienen el potencial de ampliar las terapias basadas en células T a otros tipos de
células tales como células madre pluripotentes, células madre hematopoyéticas y
natural killer, asi como de fomentar nuevas aplicaciones mas alld de la oncologia en
enfermedades infecciosas, trasplante de érganos y autoinmunidad °®.

Los virus oncoliticos han demostrado eficacia en la infeccién de células tumorales y su
lisis; median sus efectos antitumorales de varias maneras:

- Pueden modificarse para infectar preferentemente las células tumorales sobre
las células sanas.

- Promueven la presentacion de antigenos asociados a tumores.

- Activan “senales de peligro” (PAMPs y DAMPs) que promueven un
microambiente tumoral menos tolerante.

- Sirven como vehiculos de transduccién para la expresiéon de citocinas
inmunomoduladoras.
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El agente mas avanzado en el desarrollo clinico es talimogene laherparepvec (T-VEC),
que utiliza un virus herpes simple (VHS1) para sobreexpresar el factor estimulante de
colonias de granulocitos macréofagos (GM-CSF), que promueve la preservacién de
antigenos mediada por células dendriticas. Desde el 2015 T-VEC esta aprobado para el
tratamiento de pacientes con melanoma metastasico irresecable 19, En un ensayo
aleatorio que compard inyecciones intratumorales de T-VEC y de GM-CSF solo, se vio
que las inyecciones intratumorales con T-VEC produjeron mayor tasa de respuesta y de
mds duraciéon 14105 Otros virus estdn en fases de investigacién clinica o preclinica,
incluyendo adenovirus %7, reovirus 1%, virus de la enfermedad de Newcastle %9y
otros.

VACUNAS ANTICANCER

Un importante avance en el campo de la inmunoterapia activa se produjo al descubrir
la posibilidad de obtener gran cantidad de células dendriticas a partir de precursores
monocitarios en presencia de GM-CSF e IL-4 119111 | as CD son las encargadas de la
correcta presentacion de antigenos a los linfocitos T, y |a falta de estas o una deficiencia
en sus funciones son algunos de los principales mecanismos que aprovechan las células
tumorales para escapar de la respuesta inmune.

Existe un largo historial de intentos de aprovechar el reconocimiento por parte del
sistema inmune adaptativo de un antigeno relacionado con el cancer para provocar
respuestas antitumorales. Los tipos de vacuna varian ampliamente, todos se basan en
qgue los diferentes tipos de antigenos, las pautas de administracién y los adyuvantes
inmunes que los acompafian pueden influir en la respuesta inmune adaptativa. Las
opciones de antigeno varian desde péptidos simples, que son faciles de administrar,
pero afectan a un estrecho espectro antigénico y suelen estar restringidos por la
expresion especifica de moléculas MHC de clase 1; hasta preparaciones de células
completas que ofrecen una gama mas amplia de antigenos, pero son mas costosas y
requieren mucho tiempo para prepararse *'2. La Gnica “vacuna” aprobada para el cdncer
actualmente es sipuleucel-T que es una preparacién autéloga de células dendritica
disefiada para atacar la fosfatasa acida prostatica (PAP) y que ha demostrado mejorar la
supervivencia global en hombres con adenocarcinoma de préstata resistente a la
castracion 113, La sangre del paciente se somete a leucoféresis y se expone ex vivo a PAP
fusionado a GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
humanos) fomentando la maduracién de las células dendriticas y otras células
presentadoras de antigenos, para presentar PAP a las células T del paciente que luego
seran capaces de reconocerla. Sin embargo, el grado de proliferacién de las células T
especificas de PAP en la semana 6 no se correlacioné con la supervivencia en el estudio,
lo que sugiere que debe haber mecanismos inmunolégicos adicionales que puedan
explicar ese beneficio observado en la supervivencia.

Otro enfoque de vacuna terapéutica utiliza un virus vaccinia (viruela bovina) y de la
viruela aviar genéticamente modificado para contener una copia del gen del antigeno
prostatico especifico (PSA) humano (denominado PROSTVAC-VF). Este virus se combina
con un "céctel" patentado de adyuvantes inmunes para reforzar la respuesta inmune
local. 1**+115 En varios estudios de fase | y 1, el tratamiento fue bien tolerado y la toxicidad
fue minima 116117,
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Dado el conocimiento cada vez mayor de la importancia del reconocimiento inmune de
multiples antigenos especificos de paciente y de tumor, los esfuerzos actuales para
desarrollar vacunas terapéuticas contra el cancer estan comenzando a explorar el uso
de antigenos individualizados agrupados, lo que podriamos Ilamar vacunas
personalizadas (Figura 12). Esto sugiere que los enfoques de vacunacion
individualizados a cada paciente pueden ser factibles, especialmente en tumores
inmundgenos como el melanoma (hasta ahora los resultados no han demostrado una
eficacia superior a los otros tratamientos *8), el cdncer de pulmén no microcitico, el
carcinoma colorrectal y el carcinoma de vejiga 112129,
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Figura 12. Vacunas personalizadas. Las biopsias de tumores de pacientes y el tejido sano
(por ejemplo, gldbulos blancos de sangre periférica) se secuencian. Al comparar las
secuencias obtenidas de ADN tumoral y normal, se identifican variaciones de nucledtido,
inserciones o deleciones en genes que codifican proteinas. Se examinan las regiones
peptidicas mutantes para la unién a los alelos HLA del paciente (en base a la afinidad
predicha) y otras caracteristicas de la proteina mutada que se consideran relevantes
para la priorizacidn de posibles dianas de las vacunas. Estos datos pueden facilitar la
seleccion de mutaciones multiples para disefiar vacunas con nuevos epitopos, Unicas 2.

CITOCINAS INMUNOMODULADORAS

Se trata de aprovechar los numerosos efectos de las citoquinas y otras sustancias que
influyen en la actividad de las células inmunes para potenciar la respuesta
inmune. Ejemplos incluyen el uso de:

- Interleucina-2 (IL-2) se descubrid inicialmente como factor de crecimiento de
células T. IL-2 tiene efectos pleiotropicos tanto en la funcién de las células T
citotoxicas como en el mantenimiento de los linfocitos T reguladores (Treg). Los
efectos dependen parcialmente de la dosis y el momento de administracion de
IL-2 22, A dosis altas, IL-2 promueve la actividad citolitica de los linfocitos T
efectores CD8+ y NK y promueve la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ en las
subclases T helper (Th) 1 y Th2 23, A dosis més bajas, la IL-2 parece expandir
preferentemente las poblaciones de Treg, probablemente debido a la mayor
afinidad del receptor de IL-2 trimérico (IL-2R o CD25) en esas células, e inhibe la
formacion de células Th17 implicadas en autoinmunidad 24125126, Aunque el uso
de IL-2 ha sido sustituido en gran parte por el uso de inhibidores del punto de
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control, el bolo y la dosis alta de IL-2 logrd respuestas objetivas duraderas en
algunos pacientes con melanoma y carcinoma de células renales (CCR), lo que se
considerd una prueba mas de que el sistema inmune es capaz de eliminar las
células cancerosas!?’128,

- Lenalidomiday pomalidomida son agentes inmunomoduladores que tienen una
supervivencia prolongada en el mieloma multiple. Estos agentes median sus
efectos antitumorales principalmente a través de la destruccion de proteinas de
la familia Ikaros mediada por cereblon, que inhiben la secrecién de |L-2 122130131,

- Interferdn (IFN) alfa-2b estimula la respuesta de las células efectoras mediada
por los linfocitos Th1, como la secrecién de IL-12 a través de la via de sefializacién
STAT-1y STAT-2 132133 |EN alfa se ha utilizado como tratamiento adyuvante del
melanoma de alto riesgo, aunque su impacto a largo plazo en la supervivencia
global es controvertido; datos mas recientes han demostrado el papel de los
inhibidores del punto de control inmune como tratamiento adyuvante con un
indice terapéutico probablemente mejor 134135,

- Bacilo de Calmette-Guerin (BCG), derivado atenuado de Mycobacterium bovis,
induce una respuesta inflamatoria robusta cuando se inyecta en la vejiga y se
utiliza para el tratamiento y la prevencién secundaria del cancer de vejiga
superficial 3.

TERAPIAS COMBINADAS
ESTRATEGIAS COMBINADAS DE BLOQUEO DEL PUNTO DE CONTROL INMUNE

Actualmente hay multiples ensayos clinicos que investigan la combinacién de varios
inhibidores del punto de control basandose en los resultados obtenidos con inhibidores
del punto de control en monoterapia.

El bloqueo concurrente de CTLA-4 y PD-1 es el que estd mds avanzado a nivel clinico. La
combinacion de ipilimumab con nivolumab ha demostrado una tasa de respuesta
significativamente mayor, asi como mayor supervivencia libre de progresion y
supervivencia global en comparacion con el ipilimumab en monoterapia para el
melanoma metastasico '3’. De manera similar, la combinacién de nivolumab e
ipilimumab ha demostrado una mejor tasa de respuesta, supervivencia general y
tolerabilidad en comparacion con sunitinib en pacientes con carcinoma de células
renales avanzado. El principal inconveniente de estas estrategias es la tasa de eventos
adversos, que fueron mayores y de mas gravedad en el abordaje combinado que con el
uso de nivolumab o ipilimumab en monoterapia **8. Se estdn desarrollando mas ensayos
clinicos que combinan ipilimumaby nivolumab para su aplicacién en otras
enfermedades. Durvalumab mas tremelimumab, otra combinacion que utiliza PD-L1y
bloqueo CTLA-4, también se estd investigando en diferentes canceres °.

TiLs CON INHIBIDORES DEL PUNTO DE CONTROL INMUNE

El uso combinado de TILs contra la version mutada de 4 proteinas (SLC3A2, KIAA0368,
CADPS2 y CTSB) junto con inhibidores del punto de control inmune ha logrado una
regresion completa y duradera (>22 meses) en una paciente de 49 anos con cancer
metastasico de mama®>. Aunque se trate de una Unica paciente, estos resultados

36



aportan una nueva estrategia de actuacidon para el tratamiento de este tipo de
pacientes.

VIRUS ONCOLITICOS CON INHIBIDORES DEL PUNTO DE CONTROL INMUNE

La inyeccién de virus oncoliticos puede hacer sinergia con inhibidores del punto de
control al aumentar la infiltracion de linfocitos T CD8 + y la sefializacion gamma de IFN,
asi como la regulacion positiva de PD-L1 en el microambiente tumoral . En un ensayo
aleatorizado de ipilimumab con o sin T-VEC, se observo una tasa de respuesta mas alta
con la combinacién que con ipilimumab solo (39% versus 18%)4°.

VIRUS ONCOLITICOS Y CART

Varios grupos de investigacién estan demostrando con éxito el uso de virus oncoliticos
armados con quimiocinas para conseguir atraer a las CART hasta el tumor. Usando un
vector adenoviral oncolitico que expresaba CCL5 y GD2 se logrd controlar la progresion
del neuroblastoma en ratones y se mejord la afluencia de las CART %!, resultados
similares a los obtenidos con el uso de CART, HER2 y virus oncoliticos *42.

TERAPIAS DIRIGIDAS A OTROS TIPOS CELULARES EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL

En la inmunologia tumoral, los tipos celulares distintos de los linfocitos T contribuyen a
una respuesta inmune efectiva y representan objetivos adicionales para la
inmunoterapia mas alla del uso de células T o de anticuerpos:

Células asesinas naturales (NK): las NK se infiltran en tumores sdlidos y metastasis y se
asocian con un mejor prondstico 43144145 gunque los marcadores usados para
comprobar su presencia, CD56 o CD57, también se expresan en subconjuntos de otras
células T (como los linfocitos T CD8+) por lo que estos hallazgos pueden no ser del todo
fiables. Los genes del receptor tipo inmunoglobulina de las células NK (KIR) se unen a
moléculas de HLA presentes en las células sanas y reconocen a las cancerosas, que a
menudo pierden la expresidn de HLA; en consecuencia, las células NK las destruyen 4,

Los anticuerpos anti-KIR han demostrado eficacia preclinica en el linfoma '#’, el mieloma

multiple *8 y la leucemia mieldgena aguda (LMA) 1*°. En ensayos clinicos, un estudio de
fase | de IPH2101 fue seguro en pacientes con LMA en la primera remisidon °°. No
obtuvo respuestas objetivas como agente Unico en pacientes con mieloma
multiple recurrente / refractario !, pero los resultados fueron mds prometedores
cuando se administraron junto con lenalidomida en esta misma poblacién *°2. Lirilumab
(BMS986015) es el otro anticuerpo anti-KIR que se estd sometiendo a ensayos que se
encuentran en etapa temprana, tanto solo como en combinacién para su posible uso en
neoplasias malignas hematoldgicas y tumores sélidos.

Macréfagos: la presencia de macréfagos intratumorales, al contrario de lo que pueda
parecer, puede indicar un mal prondstico. De forma simplificada se pueden diferenciar
dos fenotipos en los macréfagos, el que se activa por la via cldsica o M1, y el activado
por via alternativa o M2. En el contexto de malignidad, los macréfagos M2 desempefian
un papel protumoral debido a su participacidén en la inmunosupresién, angiogénesis y la
activacion de células tumorales 3. La mayor parte de los macréfagos intratumorales
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son reclutados por el ligando de quimiocina CC 2 (CCL2) o por el factor estimulante de
colonias 1 (CSF-1). El efecto antitumoral de la inhibicién del receptor CSF-1 (CSF-1R) en
los modelos preclinicos tiene resultados variables *°*, pero hay datos prometedores de
su uso en combinacidn con otras modalidades terapéuticas como la quimioterapia >4,
la radioterapia *°%, los inhibidores angiogénicos *°’, |a transferencia de células adoptivas
158 "asi como cuando se utiliza junto con CTLA-4 y el bloqueo PD-1 en el adenocarcinoma
ductal pancredtico '°°. Emactuzumab (inhibidor CSF-1R) mostré resultados
prometedores en un ensayo de fase | realizado en pacientes con sinovitis villonodular
pigmentada, obteniéndose respuestas objetivas en 24 de 28 pacientes 60,

Indoleamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1). IDO es producida por parte de las células
dendriticas y los macréfagos para regular la activaciéon de los linfocitos B y T. Se ocupa
de catalizar la conversién del aminoacido esencial L -tryptophan (Trp) en L- kinurenina
(Kyn), es decir, degrada el triptéfano, lo que tiene como resultado el freno de la
proliferacién de los linfocitos. La expresion de IDO1 por parte de las células tumorales
puede promover la evasion de la vigilancia inmunoldgica al suprimir la funcién de los
linfocitos T 1! y deteriorar la vigilancia inmunitaria 62.

Los inhibidores de IDO, como epacadostat, estan ahora en estudios clinicos de fase |, Il
y lll en varias combinaciones. En el melanoma, los datos de fase Il que combinan
epacadostat con pembrolizumab sugieren una tasa de respuesta del 56%, con un 17%
de efectos adversos graves 163,

ASPECTOS ECONOMICOS

El uso de la inmunoterapia esta todavia muy restringido debido a su elevado coste que
suponen tanto el disefio de los farmacos como los ensayos clinicos que les suceden, en
muchas ocasiones con modestos resultados. En USA los ingresos por ventas globales de
mAb terapéuticos fueron de casi 75 mil millones de ddlares en 2013, representando
aproximadamente el 50% de las ventas totales de todos los productos biofarmacéuticos,
y se estima que crecerd a casi 125 mil millones de délares en 2020, con
aproximadamente 70 productos de mAb en el mercado 4.

El campo de la inmuno-oncologia ha surgido como una de las grandes historias de éxito
de la ultima década. Sin embargo, se debe considerar no solo el coste del tratamiento
por si mismo, sino de lo que implica a largo plazo. El uso de numerosas terapias dirigidas,
pero a menudo no curativas, supone un aumento de la esperanza de vida y de la
prevalencia de pacientes que viven con cancer. Es notable que existen diferencias en las
ubicaciones geograficas de los ensayos clinicos, con puntos criticos para la investigacion
en China y Estados Unidos, realizandose muchos menos ensayos en Europa, Japén y el
hemisferio sur. Las razones de estas diferencias geograficas son complejas y estan
relacionadas con la voluntad de adoptar e invertir en nuevas terapias, politicas
reguladoras por parte de las autoridades sanitarias y diferencias sociales. Las cargas
financieras impuestas por estas terapias presentan desafios, por ejemplo, en el caso de
la LLC (forma mas comun de leucemia en los Estados Unidos) su prevalencia en el afio
2000 era de 100.000 pacientes; debido a terapias dirigidas como ibrutinib e idelalisib, se
proyecta un aumento de 200.000 casos en los Estados Unidos. Las terapias dirigidas para
LLC presentan una carga econdmica sustancial tanto para los pacientes como para la
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economia del pais, que ahora se estima en un costo de por vida de 604,000 délares por
paciente, estimandose que el costo total del manejo de la LLC (solo en los Estados
Unidos) superara los 5 billones por afio para el 2025 163,

Los procesos de fabricacion a medida, que ahora se utilizan para las terapias de células
T altamente personalizadas, conllevan un coste muy elevado, aunque se espera que el
coste de fabricacion tanto de las CART ¢ como del resto de inmunoterapias, disminuya
a medida que se incremente la competencia entre fabricantes y se automaticen los
procedimientos de disefio y elaboracién .
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