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Resumen: La terapia antitumoral esta siendo uno de los campos de investigacion con
perspectiva mas prometedora de los ultimos afos, llegando a su punto algido con la
consecucion del Nobel de Medicina en 2018, gracias al descubrimiento del importante
papel de los inhibidores de puntos de control inmunitario (immune checkpoints
inhibitors o ICls) que consiguen liberar los frenos de la respuesta inmune y relanzar al
sistema inmunitario para atacar el cancer. No obstante, en este campo que avanza y
crece cada vez mas rapido, despuntan ahora otras estrategias de inmunoterapia de base
celular. En este sentido, algunos de los avances mas importantes de los ultimos afos
estan siendo las terapias con células T de receptor quimérico (CAR-T cells), que han
supuesto una auténtica revolucion en el tratamiento de las neoplasias hematoldgicas.

En este trabajo, se analizan las interacciones entre el sistema inmunitario y el
tumor, el papel de los inmune check points y de sus inhibidores (los ICls), asi como las
diferentes terapias de base celular, en especial las CAR-T cells. Se profundiza en los
protocolos ya aprobados, asi como en los desafios a los que se enfrentan estas nuevas
terapias.

Abstract: Anti-tumoral inmunotherapy is being one of the most developed and
promising pathways of investigation in the recent years, reaching its peak with the
2018 Nobel prize in Medicine award thanks to the discovery of the important role of
immune checkpoint inhibitors or ICls when it comes to releasing the brakes of the
immune response and thereby unleashing our immune cells to attack tumors.
However, in this rapidly advancing and growing field, cell-based immunotherapy
strategies are now emerging. In this sense, one of the most important advances in
recent years has been the chimeric receptor T-cells (CAR-T cells) therapies, which have
brought a real revolution in the treatment of hematological malignancies.

In this work, we discuss the interactions between the immune system and
cancer, the role of immune checkpoints and their inhibitors, as well as the different
cell-based therapies, specifying even more in CAR-T cells. Digging deeper into current
approvals as well as the challenges these new therapies face.

Palabras clave: inmunoterapia antitumoral, CTLA-4 inhibitors, PD1 inhibitors, CAR-T
cells, adoptive cell therapy.

Objetivos: Revision bibliografica sistematica de los ultimos avances en inmunoterapia
anti-tumoral, destacando los inhibidores de CTLA4, PD-1 y PD-1L (immune-checkpoint
inhibitors, ICls) y, la terapia celular adoptiva, mas concretamente el papel de las CAR-T
cells.

Metodologia: Busqueda en las bases de datos de PubMed con los conceptos “immune
checkpoint inhibitors”, “cancer immunotherapy”, “CTLA-4”, “PD-1”, “adoptive cell
therapy”, “CAR-T cells”, “TCR therapy”, “TIL therapy”; acotando los parametros de
busqueda a los ultimos 3 afos de bibliografia. Lectura comprensiva, sintesis y
explicacidon sistematica del contenido de los articulos encontrados, empleando la
bibliografia aportada en los mismos.



1. Respuesta inmunitaria en el cancer.

Los cientificos tuvieron la idea de manipular el sistema inmunitario para que éste
ataque al cancer hace mas de 100 afos. Sin embargo, lograr que el sistema inmunitario
hiciera eso fue un proceso lleno de desafios y contratiempos. Antes de que se pudiera
administrar una inmunoterapia de forma segura y eficaz a los pacientes, la comunidad
médica debia lograr una comprensién mas profunda tanto de la biologia del cancer
como del sistema inmunitario.

Para poder comprender este trabajo, es necesario establecer las bases que
relacionan al sistema inmunitario con el cancer.

Como sabemos la respuesta inmune consta de dos componentes principalmente:
La inmunidad innata e inmunidad adaptativa, ambas se relacionan de forma obligatoria
para que el sistema inmunolégico funcione correctamente.

Por un lado, tenemos la inmunidad innata, dentro de ella se engloban diferentes
estirpes celulares como células epiteliales, células dendriticas, monocitos, macréfagos,
polimorfonucleares (PMN), células natural killer (NK). Como puente de conexién entre
ambos tipos de respuesta, encontramos diversos subtipos de linfocitos (linfocitos B
CD5+ vy linfocitos T-y3). También se involucran diversos factores humorales, entre ellos,
una legidn de citocinas, linfocinas y quimiocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, TNF-a, IFN-y, etc.),
el importante sistema del complemento, enzimas, transportadores idnicos de
membrana, carbohidratos complejos, etc. Todas ellas actuando en colaboracién con
diferentes receptores en las células. [1] [2]

Por otro lado, la respuesta inmunitaria adaptativa es bastante mas compleja. En
ella, tenemos a los linfocitos B y los linfocitos T que, a diferencia de las células de la Rll,
son células monoespecificas. En los genes que codifican la inmunoglobulina de la
membrana de cada linfocito B, y que constituye su receptor (BCR), asi como en las
cadenas del receptor clonotipico para el antigeno de cada linfocito T (TCR) se producen
reordenamientos que originan una enorme variedad clonal de ambos tipos de linfocitos.
De esta forma, cuando el BCR o el TCR de un linfocito concreto reconoce su antigeno se
produce una expansién clonal de ese linfocito, originando tanto linfocitos efectores
como linfocitos memoria especificos para el antigeno o antigenos desencadenantes de
la respuesta. La activacion de los linfocitos requiere la ayuda de otras sefales
coestimuladoras (CD28 en las células T, CD40 en las células B). La activacién de las
células T es mas compleja que la de las células B, ya que requiere la participacion del
complejo mayor de histocompatiblidad (MHC), que presenta al receptor TCR de los
linfocitos T antigenos procesados en diferentes poblaciones celulares. Finalmente,
existe una amplia variedad de citocinas que desempefian un papel fundamental en la
comunicacidon entre células de la inmunidad adaptativa y la inmunidad innata. [1] [2]

Explicando con mas detalle el papel de las moléculas MHC, las moléculas de clase
| presentan antigenos enddgenos de las células T-CD8*, procesados previamente por el
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proteasoma y otras organelas. Estos antigenos son expresados junto a la MHC-I en la
membrana de prdacticamente todas las células del organismo. El linfocito T CD8*
reconoce este complejo mediante su TCR teniendo un papel fundamental en la
inmunovigilancia, permitiendo al sistema inmunitario diferenciar aquellas células
propias de otras nocivas para el organismo, como por ejemplo las células tumorales. La
activacioén de un linfocito T CD8* al unirse mediante su TCR a un complejo antigeno-MHC
| desencadenard una respuesta citotoxica directa en las condiciones adecuadas. [1] [2]

Las moléculas MHC de clase Il se expresan principalmente en las denominadas
células presentadoras de antigeno (antigen-presenting cells, APC). Dentro de las APCs
tenemos principalmente linfocitos B, macréfagos vy, las células dendriticas. En las MHC-
Il son presentados aquellos antigenos exdgenos que han sido reconocidos,
internalizados (en el caso de los linfocitos B por internalizacién del BCR, en los
macréfagos por fagocitosis y en las células dendriticas por endocitosis) y procesados por
dichas APCs. Los linfocitos T CD4* reconocen estos complejos antigeno- MHC Il que
presentan las APCs y, dado que las propias APC son capaces de transmitir sefiales
coestimuladoras necesarias, activan la respuesta linfocitaria de la célula T CD4*, que a
su vez libera multiples citocinas siendo capaz de estimular la respuesta de diversas
células inmunitarias (macréfagos, linfocitos B, linfocitos T CD8* citotdxicos) de forma
especifica para el antigeno reconocido. [1,2]

Concretando en el caso de las células B, cuando el antigeno es reconocido por el
BCR del linfocito B, éste lo internaliza y lo procesa para que sea presentado al linfocito
T a través de MHC clase Il junto a otras sefiales coestimuladoras, este linfocito T al que
le esta presentando el antigeno, es capaz de devolverle la sefial, estimulando alin mas
el propio linfocito B. De esta manera, la misma célula B se activa induciendo
proliferacién, cambiando el subtipo de anticuerpos que puede producir y
diferencidandose a célula plasmatica secretora de anticuerpos especificos. Mediante
estos anticuerpos, el linfocito B es capaz de activar el sistema del complemento. El
complemento, entre otras funciones (opsonizacién, produccién de las anafilitoxinas C3a
y C5a, etc.), activa macréfagos y neutrofilos estimulando su actividad fagocitica. Otras
veces, los Acs desencadenan la denominada citotoxicidad dependiente de anticuerpos
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) por parte de las células NK. [1]

Prestando atencién a este proceso de reconocimiento antigénico nos damos
cuenta de la importancia que tiene la comunicacion entre los diferentes componentes
de la respuesta inmunitaria. De forma resumida, cuando el antigeno en cuestion es
identificado por linfocitos B con anticuerpos de membrana especificos o bien es
procesado por las propias APCs, estas lo presentan a través de las moléculas MHC de
clasel oll alos linfocitos T (CD8* y CD4*, respectivamente) y, en caso de que las sefiales
coestimuladoras explicadas anteriormente se produzcan de manera correcta, se
desencadena una respuesta especifica por parte de las diferentes clases de linfocitos T.
[1,2]



Individualizando en el caso de los tumores, juega un papel esencial la llamada
presentacion cruzada de antigenos (antigen cross-presentation) y la consecuente
activacién cruzada de los linfocitos T-CD4* y T-CD8* (T-cell cross-priming). [3] Los
antigenos tumorales se presentan generalmente en las membranas de las propias
células malignas mediante moléculas MHC-I debido a sus caracteristicas, a su vez estas
células tumorales carecen de moléculas coestimuladoras para activar al linfocito T naive.
[1,3] De esta forma, no existiria la respuesta citotdxica directa explicada anteriormente
por parte de los linfocitos T-CD8*, a excepcién de que una célula T-CD4* que si es capaz
de proporcionar las sefiales coestimuladoras necesarias para desencadenar la respuesta
celular, haya producido la estimulacion previamente. [1,3]
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Figura 1. La activacion de células T ocurre solo después de la interaccion entre el
receptor de células T (TCR) y el antigeno en el contexto de MHC (sefial 1) mas la
coestimulacion de CD28 (seial 2). Sharma, P, et al. The future of immune checkpoint
therapy. Science, (2015).

Las células dendriticas son las APC mads eficientes para este proceso de
presentacion cruzada, y de forma particular un subtipo de ellas (cDC1b, conventional
dendritic cell 1b) ya que poseen una gran capacidad de procesar antigenos exégenos, a
través de receptores como el DNGR-1 detectan patrones moleculares asociados a dafio
celular (DAMPS) y captan material necrético para procesar dichos antigenos. [3]

Una vez que el antigeno es reconocido, la célula dendritica se activa y, presenta
dicho antigeno tanto en moléculas MHC-I como MHC-Il en el ganglio linfatico de drenaje
al que ha migrado. Asi es como la célula dendritica es capaz de desencadenar la
respuesta tanto de los linfocitos T CD8* como de los T CD4* de forma simultanea. Estos
linfocitos T CD4* son los que a su vez van a ser capaces de producir las sefales
coestimuladoras necesarias para activar a mas células T CD8* que no se activarian de
forma individual, como se referia en el proceso de activacién de linfocitos T por parte
de los antigenos tumorales. [1,3]



Para terminar debemos destacar el concepto de muerte celular inmunogénica
(immunogenic cell death, ICD) el cual esta intimamente ligado al concepto de
inmunogenicidad tumoral, favoreciendo el proceso de activacién cruzada y la funcién
de las células dendriticas. El ICD puede inducir una respuesta inmune adaptativa contra
antigenos presentes en la célula tumoral generando en estas un proceso activo de
apoptosis. La célula tumoral libera alarminas y factores quimiotacticos que conllevan
activacion de las células dendriticas y es capaz de hacerlo de varias maneras: (l)
atrayendo células dendriticas a la célula tumoral apoptdtica, (lI) aumentando la
captacion, el procesamiento y la presentacion de antigenos tumorales de la propia
célula en apoptosis por parte de las células dendriticas y (Ill) dando licencia a las células
dendriticas para la activacién de linfocitos T citotéxicos. [3]

2. Vigilancia inmunoldgica e inmunoediting en el cancer. Escape tumoral.

Como ya hemos explicado existe una estrecha relacion entre el sistema
inmunitario y el desarrollo del cancer. El sistema inmunitario es un conglomerado de
moléculas, células y tejidos que, mediante complejas interacciones lleva a cabo la
llamada vigilancia inmunolégica (immunosurveillance), por la cual detecta y reacciona
frente a todo aquello extrafio al propio organismo (y potencialmente nocivo, como
podria ser un agente infeccioso o una estirpe celular tumoral), mientras que respeta y
evita dafiar lo propio, lo que se denomina autotolerancia. [4]

La capacidad que tiene el sistema inmunolégico de controlar el crecimiento de
neoplasias se ha discutido con controversia durante muchos afios. En 1909, Paul Ehrlich
describié la importante funcién del sistema inmune para proteger al huésped contra el
cancer. A mediados del siglo XX, Burnet y Thomas postularon el concepto ya
mencionado de vigilancia inmunoldgica, tratando de demostrar qué pacientes con un
sistema inmune deficiente eran mas susceptibles a desarrollar tumores malignos. [5-6]

En la década de los 90, la aparicion de modelos de ratas inmunodeprimidas
permitié reafirmar esta hipdtesis de la vigilancia inmunolégica. Se demostro la
importancia del interferon-y (IFN-y) endégeno para proteger al huésped del desarrollo
tumoral. Estos estudios mostraron que la neutralizacién de IFN-y en ratones, resulté en
un rapido crecimiento de tumores. Ademas, aquellos ratones que carecian de capacidad
de respuesta a IFN-y, de receptor para IFN-y o del factor transductor de sefal y
activador de la transcripcion 1 STAT1 (un factor de transcripcion importante en la
regulacion de la sefializacion del receptor de IFN-y) fueron mas sensibles a la
carcinogénesis inducida, en comparacion con los ratones sin estas deficiencias. Asi
mismo, se describid el importante rol de la perforina, una proteina citolitica encontrada
en los linfocitos T citotdxicos, muy presente en la respuesta inmune contra el
crecimiento tumoral. Estos hallazgos clave reavivaron el interés en la inmunovigilancia
del cancer, de hecho, el papel importante que tiene el sistema inmune en el control del



crecimiento tumoral y la metastasis es ahora la base de la mayoria de lasinmunoterapias
contra el cancer. [5,6]

Tras décadas de estudio, sabemos que el sistema inmunitario interactua
intimamente con los tumores durante todo el proceso de desarrollo de la enfermedad
y la progresion a metdstasis. Esta compleja relacidn cruzada entre la inmunidad y las
células cancerosas puede a la vezinhibir o favorecer el crecimiento tumoral. El equilibrio
entre las acciones anti-tumorales y pro-tumorales de la interaccion del sistema inmune
con las células cancerosas determina el resultado final, y estos procesos son ahora
conocidos como uno de los sellos distintivos del comportamiento del cancer [7,9].

Los nuevos mecanismos identificados que provocan este escape del ataque
inmunitario incluyen: (I) la seleccién de variantes tumorales resistentes, también
denominado inmunoedicién, y (ll) la formacién progresiva de un entorno
inmunosupresor dentro del propio tumor, que se conoce como microambiente tumoral,
favorecido a su vez por la inflamacién crénica. [8,9]

[) Inmunoedicion.

Cuando hablamos de la seleccién de variantes tumorales resistentes, tenemos que
destacar que el propio sistema inmune puede amoldar la inmunogenicidad de las
neoplasias. Para describir esta capacidad del sistema inmunoldgico se cred el concepto
de inmunoedicién. La inmunoedicién es un proceso mediado por la presion de seleccién
inmunologica, de forma que las células tumorales se van moldeando. En este proceso
se favorece la supervivencia de células tumorales con una menor inmunogenicidad,
capaces de escapar al reconocimiento por parte del sistema inmune, aunque éste sea
completamente funcional. Este mecanismo de inmunoedicién se considera un
refinamiento de la hipodtesis de vigilancia inmunoldgica. Es un proceso dindmico y se
divide principalmente en tres fases: eliminacion, equilibrio y escape. [6]

La fase de eliminacién corresponde al concepto original de inmunovigilancia
contra el cancer, segun el cual el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo
trabajan en conjunto para que las células tumorales sean reconocidas y eliminadas con
éxito, devolviendo asi los tejidos a su normal funcionamiento. La infiltracion de células
inmunes en tumores es una observacion bien documentada en la mayoria, si no en
todos, los tumores sélidos. [6] El sistema inmune se activara por sefiales clasicas como
IFN-gamma, los DAMPS (patrones moleculares asociados a dafio), y ciertas proteinas de
superficie de las células premalignas. Durante esta fase es importante la presencia de
linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), incluyendo CD4, CD8, células Natural Killer (NK),
macrofagos y células dendriticas que, en conjunto, llevan a cabo una respuesta
inmunitaria eficaz contra el cancer incipiente. Ante la ausencia de estas sefiales de
peligro, las células transformadas pueden pasar desapercibidas por el sistema inmune.
[1,4]




Las células tumorales que eluden la fase de inmunovigilancia progresaran a la
llamada fase de equilibrio, donde la expansion tumoral y las metastasis son minimas
(latencia tumoral) y, generalmente, esta fase ocurre sin sintomas. [10] La interaccion
constante del sistema inmune con el tumor durante un largo periodo de tiempo
mediante la presién de seleccion inmune, puede inducir la formacidon de células
tumorales con una inmunogenicidad reducida, que tendran una mayor capacidad de
supervivencia. De esta forma se puede esculpir el fenotipo del tumor en desarrollo. Asi
se explica la aparentemente paraddjica formacién de tumores en individuos con un
sistema inmunolégico intacto. Durante la fase de equilibrio, se produce de forma
simultanea la eficiente eliminacién de células tumorales y una persistente formacion de
variantes celulares resistentes menos inmundgenas que evadiran la respuesta inmune y
llegaran a la fase de escape tumoral. Es posible que el equilibrio sea la fase mas larga de
los tres procesos en la inmunoedicién del cancer. [6]

Los tumores que ya no son susceptibles al ataque inmunitario progresan hacia la
ultima fase de la inmunoedicion, denominada "escape". La aparicion de sintomas
clinicos generalmente se correlaciona con esta etapa. El tumor subvierte el sistema
inmune, ya sea directamente a través de su fenotipo no inmunogénico, o
indirectamente a través de una variedad de mecanismos inmunosupresores, tanto
intrinsecos como extrinsecos al tumor. [4,6]

[I) Microambiente tumoral e inflamacion crénica.

Los mecanismos intrinsecos de las células tumorales incluyen: (1) reduccién en la
expresion de antigenos especificos tumorales a su vez reduciendo también la expresién
de moléculas de clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC I), (Il) impedir
gue los antigenos peptidicos que si que se presentan, se acoplen a las moléculas de MHC
clase 1, (lll) reduccion de expresién de factores coestimuladores al tiempo de un
aumento de expresién de factores inhibitorios como PD-L1 y (IV) aumento de la
secreciéon de mediadores inmunosupresores. [1,4]

Como mecanismo intrinseco también debemos prestar atencién a un proceso
denominado senescencia inducida por oncogenes (oncogene-induced senescence, OIS),
por el cual las células tumorales entran en senescencia, produciendo modificaciones en
el ambiente inmunoldgico. Las células precancerigenas paran su ciclo celular, activando
varias rutas oncogénicas (mutaciones en RAS, NF-kB, STAT3, p53, mTOR, NOTCH1). De
esta forma se transforman en las llamadas SASP (senescence-associated secretory
phenotype por sus siglas en inglés) o células con un fenotipo secretor asociado a
senescencia, que modulan el entorno inmunolégico. Esta influencia que tienen las SASP
sobre su entorno puede ser diferente en funcion de distintos factores. Las SASP tienen
un efecto dual. Por un lado, pueden favorecer la eliminacién inmunolégica de las células
premalignas. Pero también pueden hacer lo contrario, produciendo un estado de
inflamacion crénica, induciendo la activacion de macréfagos y neutrdfilos
inmunosupresores que a su vez inhiben la respuesta antitumoral de los linfocitos T CD8*
y las células NK. La diferencia entre una accidon u otra radica en los diferentes
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mediadores inmunoldgicos secretados por las células SASP que, a su vez, depende de la
conformacion genética de la célula premaligna. [11]

Junto con los mecanismos intrinsecos de las células tumorales, tenemos
mecanismos extrinsecos. Ejemplos de estos mecanismos son: las células T reguladoras
(FoxP3*), las células supresoras de estirpe mieloide, y los macréfagos M2. [1,4] Varios
estudios han demostrado que las T-regs presentes en los tumores tienen una actividad
supresora comparativamente mas alta que las T-regs naturales que circulan de forma
fisiologica [12]. Las T-regs se introducen en el microambiente tumoral mediante la
produccién de quimiocinas inducidas por las células tumorales. La evidencia también
sugiere que el factor de crecimiento transformante-f (TGF-B), producido por las células
tumorales entre otras células, ayuda a la conversion de las células T-CD4* en T-regs
supresoras in situ [13]. Por otro lado, los macréfagos son células funcionalmente
plasticas y pueden alterar su estado de polarizacion para adaptarse a diferentes
condiciones fisiolégicas. Los macréfagos varian de estados de polarizacion M1 a M2: los
macrofagos M1 "activados cldsicamente" producen citocinas proinflamatorias tipo |,
participan en la presentacidon de antigenos y juegan un papel antitumoral. Por el
contrario, los macréfagos M2, promueven respuestas antiinflamatorias y tienen
funciones pro-tumorigénicas. Se ha sugerido que condiciones ambientales como la
hipoxia tumoral pueden mediar esta transicién. De hecho, los TAMs (tumor-associated
macrophages) se acumulan en regiones de hipoxia en tumores en crecimiento [14,15].
Los macréfagos fenotipo M2 producen altos niveles de TGF-B, IL-10 y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) promoviendo el crecimiento tumoral por
formacion de nuevos vasos sanguineos, que aportan oxigeno al tumor [8,16,17].
Finalmente, las "células supresoras mieloides" (MDSC) surgen de la mielopoyesis
aberrante que ocurre en el cancer, se movilizan durante la tumorogénesis y se infiltran
en los tumores en desarrollo donde también promueven la vascularizacion tumoral y
alteran los mecanismos principales de inmunovigilancia incluida la presentacion de
antigenos por las células dendriticas, la activacion de las células T, la polarizacidn de los
macrofagos M1 y la inhibicion de la citotoxicidad de las células NK. Ademas, las células
dendriticas moduladas estan funcionalmente deterioradas y muestran niveles mas bajos
de CD80, CD86, CD40 y una alta expresion de indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) que
también contribuye a la supresion de la respuesta de las células T. [8,16]

Todos estos factores extrinsecos e intrinsecos emergen en el microambiente
tumoral y suprimen la inmunidad, ayudando asi a las células tumorales a expandirse y
escapar. También pueden actuar como mediadores del inicio del tumor, la angiogénesis
y las metdstasis. [1,4,8]

Cabe destacar que todo este ambiente inmunosupresor esta directamente
influenciado por diversas mutaciones genéticas del tumor, como ocurria con el proceso
de senescencia mencionado mas arriba. Ejemplos de estas mutaciones son la relacién
entre sobreexpresion del gen MYC-N y la inhibicion de factores activadores de células
NK en neuroblastomas, la mutacion en las janus kinasas 1y 2 (JAK1/2) relacionado con
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una alteracién de la expresion de PD-L1, mediada por interferdn, o tumores pulmonares
con mutacion EGFR* relacionados con un aumento de la expresién de PD-1L. [11]

Otros muchos factores estan implicados en la relacidon entre células tumorales y sistema
inmune, pero profundizar en ellos no es objetivo de este trabajo.
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Figura 2: La inflamacion crénica, el dafio tisular pueden estimular las citoquinas y las
guimiocinas que contribuyen al desarrollo de las neoplasias. [18, modificado]

3. Inmunoterapia antitumoral: Introduccion

Cada dia entendemos mejor los mecanismos que utiliza el cancer para evitar al
sistema inmunoldgico por lo que podemos desarrollar farmacos dirigidos a esos
mecanismos y conseguir que, de nuevo, el sistema inmunolégico pueda controlar el
tumor. Es importante destacar que el rapido progreso clinico sucedido en los ultimos
anos es el resultado de décadas de inversidn en ciencia bdsica en diferentes campos.
También es importante considerar la larga historia de esfuerzos para poder utilizar la
potencia del sistema inmune como una modalidad terapéutica para el cancer. [19] En
1863, el patdlogo aleman Rudolf Virchow fue el primero en plantear la hipétesis del
vinculo existente entre el desarrollo de tumores y el estado inflamatorio. Casi al mismo
tiempo, el cirujano William Coley, conocido como pionero de la inmunoterapia contra
el cancer, demostré que algunos pacientes mostraban regresién tumoral tras la
aparicioén de infeccidn post operatoria por Streptococcus pyogenes. [11]

12



A lo largo del siglo siguiente, se aprobaron varias estrategias inmunoterapéuticas
para su uso en el cancer, incluidos el bacilo Calmette-Guerin, el interferén-a y la
interleucina-2 (IL-2). Esto ultimo es particularmente importante porque demostrd, por
primera vez, que el cancer metastasico avanzado, especificamente el melanoma y el
carcinoma de células renales, podria controlarse de forma duradera en un pequefio
grupo de pacientes mediante el uso de esta citocina capaz de expandir las células Ty las
NK [19]. Hoy en dia, como hemos explicado en la primera parte de este trabajo, esta
completamente establecido que la inflamacidn puede estar causalmente relacionada
con el cancer. Ademas, la inmunoterapia contra el cancer ha revolucionado el
tratamiento del cancer, tanto que fue considerada por la revista Science como el Avance
del afio en 2013. Ademas, el éxito de estas terapias ilustra la importancia de la
decodificacion cuidadosa de la inmunologia basica para una traduccion clinica exitosa
en el tratamiento del cdncer. [11, 20]

De forma global, existen tratamientos inmunoldgicos de muy diversos tipos y
generalmente los clasificamos en dos grandes grupos, inmunoterapias especificas e
inmunoterapias no especificas. La inmunoterapia especifica estd dirigida a provocar la
respuesta inmune frente un antigeno o célula especifica, dentro de este grupo tenemos
las vacunas y la terapia celular adoptiva. Mientras que, la inmunoterapia inespecifica
busca la estimulacién global del sistema inmunolégico sin focalizarla en un objetivo
concreto, dentro de este grupo encontramos las citoquinas y los recientes inhibidores
de “puntos de control” inmunoldgico.

Para poder hacer un analisis mas detallado y actualizado, este trabajo se va a
centrar en dos de las terapias mas novedosas y prometedoras: los inhbidores de puntos
de control inmunoldgico o ICis (inmune checkpoint inhibitors) y la terapia con células T
CAR. Estas ultimas suponen el ultimo avance en el campo de la inmunoterapia.

El cuerpo utiliza moléculas conocidas como puntos de control inmunitario para
regular la fuerza y la duracidn de las respuestas inmunes, minimizando el dafio al tejido
sano. Algunos tumores producen algunas de estas moléculas suprimiendo asi el sistema
inmune. Por lo tanto, los inhibidores del punto de control inmunoldgico van a bloquear
estas moléculas para que la respuesta inmune sea efectiva. Este grupo de farmacos ha
demostrado utilidad en multiples tumores, incluyendo melanoma, carcinoma de
pulmodn, cancer renal y tumores de cabeza y cuello, entre otros.

Por otro lado, estd la terapia celular adoptiva. Este es un procedimiento aln
experimental de extraordinaria complejidad técnica. Supone realizar una biopsia al
paciente, extraer los linfocitos que estan en el tumor y que se supone que son
especificos de él y cultivarlos en el laboratorio, haciéndolos crecer en nimero para
después volverlos a infundir, convenientemente activados, al paciente. Este
procedimiento tiene una buena eficacia, pero es técnicamente muy complejo por lo que
aun esta en fase experimental. Una variante de este tipo de inmunoterapia serian las
CAR T cells. En este caso se extraen linfocitos de |la sangre del paciente y se modifican
genéticamente para que reconozcan células del tumor mediante incorporacion de un
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receptor. Estos receptores incorporados son los CAR (receptores quiméricos de
antigeno) que estan empezando a ser utilizados en el tratamiento del cancer con un
éxito importante en las leucemias refractarias, entre otros.

Las nuevas técnicas de inmunoterapia son una estrategia prometedora para tratar
el cancer. Es posible que pueda controlar el crecimiento de los tumores y tener menos
efectos secundarios que la quimioterapia. Si bien se han realizado avances
apasionantes, la investigacion se centrara en hacer que estos beneficios se extiendan a
mas y mas pacientes. Los cientificos también estan explorando la forma de predecir
quién respondera mejor a determinados regimenes de inmunoterapia.

4. ¢Qué son los puntos de control inmunitario y sus inhibidores (ICls)

Para poder analizar en detalle el papel que tienen los ICls en el tratamiento de las
neoplasias, primero debemos establecer el papel exacto que tienen los propios check-
point inmunoldgicos a los que pretenden bloquear estos ICls.

Para el desarrollo correcto de la respuesta inmune, es de vital importancia que
esta respuesta no sea excesiva para evitar dafar al tejido sano. Para ello, el S.I. dispone
de ciertos mecanismos de autorregulacion de la activacion leucocitaria. Estos
mecanismos son llevados a cabo principalmente por moléculas de membrana que, al
interaccionar con sus respectivos ligandos, inhiben la respuesta inmune de las células
que las presentan, deprimiendo su activacion. Estas moléculas son los Ilamados puntos
de control inmunitario (inmune checkpoints), dentro de los cuales tenemos dos
moléculas muy importantes: (1) el PD-1 (programmed cell death protein) y su ligando el
PD-L1y (I1) la molécula CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4). [4]

Como ya sabemos, el reconocimiento de los complejos antigeno-MHC por el
receptor de antigeno de células T (TCR) no es suficiente para la activacion de los
linfocitos T virgenes: se requieren sefales coestimuladoras adicionales. Estas sefales
son proporcionadas por la unién de CD28 presente en la superficie de los linfocitos T
con moléculas B7 (CD80 y CD86) presentes en la célula presentadora de antigeno (APC).
[21] Niveles suficientes de CD28 y su consecuente unidn a B7 conducen a la proliferaciéon
de células T, a una mayor supervivencia y diferenciacion a través de la produccion de
citocinas como la interleucina-2 (IL-2), un aumento del metabolismo energético y una
regulacién positiva de genes de supervivencia celular. [22]

Inicialmente, CTLA-4 es una proteina intracelular. Sin embargo, tras la activacion
del linfocito T mediante el mecanismo explicado, se ponen en marcha mecanismos
capaces de inducir la regulacion positiva de CTLA-4 a la superficie celular por exocitosis
de vesiculas que la contienen. [22] Una vez translocada a la superficie, CTLA-4 compite
con CD28 por unirse a los ligandos de esta molécula (B7-1y B7-2), pero haciéndolo con
una afinidad unas 40 veces superior a CD28. [19] Al quitarle los ligandos a CD28 limita la
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sefal coestimuladora. Ademads, en su porcidn intracelular tiene un dominio ITIM
inhibidor de la activacion celular mediante el reclutamiento de fosfatasas que acaban
por apagar al linfocito T. De esta forma CTLA-4 inhibe a la célula T, resultando en la
detencidn tanto de la proliferacién como de la activacién de ésta. La cantidad relativa
de unién de CD28/B7 frente a CTLA-4/B7 determina si una célula T experimentard
activacién o anergia. Ademads, hay evidencias que sugieren que la unién de CTLA-4 a B7
puede producir directamente seiales inhibitorias que contrarrestan las sefiales
estimuladoras producidas tras la unién de CD28/B7 y TCR/MHC-antigeno. Por lo tanto,
la propia activacion de los linfocitos T en la respuesta inmune normal da como resultado
una induccidn en la expresion de CTLA-4, que se acumula en la superficie del linfocito T,
concretamente en la interfaz de la célula T-APC, alcanzando niveles suficientes para
eventualmente bloquear la coestimulacion y anular la respuesta de los linfocitos T para
evitar el dafio excesivo. [21, 22]

CTLA-4 en si esta sujeto a regulacion, tal y como se explica en la figura adjunta.
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Figura 4. A, en el caso de un estimulo de TCR débil, predomina la uniéon a CD28/B7, lo
que da como resultado una sefal activadora neta positiva y por consecuencia
produccidn de IL-2, proliferacidon y una mayor supervivencia de la célula T. B, en el caso
de que el estimulo del TCR sea fuerte, la expresién de CTLA-4 se regula al alza. CTLA-4
compite con CD28 por la unién de moléculas B7. El aumento de la unién de CTLA-4/B7
puede dar como resultado una sefal negativa neta, lo que limita la produccién y
proliferacién de IL-2, y limita la supervivencia de la célula T. CTLA-4 indica antigeno 4
asociado a linfocitos T citotdxicos; IL-2, interleucina-2; MHC, complejo principal de
histocompatibilidad; TCR, receptor de células T. [22]

CTLA-4 también esta involucrado en otros aspectos del control inmune. Las ya
mencionadas células T reguladoras (T-regs) controlan las funciones de los linfocitos T
efectoresy, por lo tanto, son piezas clave en el mantenimiento de la tolerancia inmune.
[13] Las T-regs expresan CTLA-4 de forma constitutiva, y se cree que esto tiene
importancia en el desempefio de sus funciones supresoras. Un mecanismo por el cual
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se cree que controlan a los linfocitos T efectores es la regulacidn negativa de los ligandos
B7. [4,22]

La expresidon constitutiva de CTLA-4 en T-regs puede secuestrar o causar la
internalizacion de las moléculas B7 en las APC, por consecuente se produciria una falta
en la sefial coestimuladora CD28/B7 (por falta relativa de B7). La falta de coestimulacion
lleva a una disminucién en la proliferacién de los linfocitos T efectores. [22]

PD-1 es miembro de la misma familia de CD28 y CTLA-4 de receptores
coestimuladores/inhibidores, aunque su funcién es similar a la de CTLA-4. También
ejerce la funcién de “punto de control inmune” mediante el dominio ITIM inhibidor de
su porcién intracelular, al cual se asocia la tirosina fosfatasa SHP-2. Esta fosfatasa
desfosforila moléculas de sefializacién de la via de activacidn linfocitaria tras 24 horas
desde la activacion inicial del linfocito T mediada por reconocimiento del antigeno
correspondiente a través del TCR. Esta desfosforilacidn tiene como consecuencia una
alteracion en la proliferacién, supervivencia y funcién del linfocito T. Asi es como el
sistema inmune controla la respuesta linfocitaria excesiva. [4,19,22]

PD-1 tiene dos ligandos, PD-L1 (también conocido como CD274 o B7-H1), que es
ampliamente expresado por muchas células somaticas principalmente tras la exposicion
a citocinas proinflamatorias y PD-L2 (también conocido como CD273 o B7-DC), que tiene
una expresion mas restringida en las células presentadoras de antigeno. Lo curioso de
estas interacciones entre PD-1 sus ligandos es que los tumores tienen capacidad de
expresar PD-L1. Las células T antitumorales, a través del TCR, reconocen
constantemente los antigenos tumorales a medida que el cancer avanza desde lesiones
primarias a metastasicas. La activacion del TCR resulta en la produccidn de citocinas
proinflamatorias, incluido el interferén gamma (IFN-y), que es el estimulador mas fuerte
para que se produzca la expresion reactiva de PD-L1 en las células tumorales. Esta
expresion de PD-L1 inducida por inflamacién en el microambiente tumoral da como
resultado el agotamiento de células T, inhibiendo la respuesta de las células T citotdxicas
antitumorales. Otra complejidad afiadida a la ruta PD-1/PD-L1 es que PD-L1 puede servir
como receptor de CD80 mediando asi otra sefal inhibitoria. [19,22,23]

Ambas vias inhibitorias pueden funcionar en diferentes etapas de la tolerancia de
la respuesta inmune (induccién versus mantenimiento) y en diferentes sitios (érganos
linfoides o tejidos diana). CTLA-4 ejerce efectos importantes durante el proceso inicial
de activacién células T en drganos linfoides porque CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) se
expresan principalmente en los tejidos linfoides. Mientras que PD-1 puede regular estos
procesos directamente en los tejidos donde se expresan sus ligandos. [23]

Si bien estos puntos de control inmunitario inhibitorios actian como cortafuegos
para prevenir la activacion aberrante o crénica del sistema inmune y, por lo tanto, son
criticos para el mantenimiento de la homeostasis inmune, pueden ser utilizados por
células cancerosas o células presentadoras de antigeno asociadas a tumores (APC) como
un medio para evitar la respuesta de las células T antitumorales y promover el escape
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del tumor al sistema inmunitario. La inmunoterapia basada en los ICls actua a nivel de
estas vias inhibitorias. [24]

4.1. Los ICIs y sus aplicaciones

Dependiendo de la via sobre la que actien los ICls, podemos distinguir dos grupos
principalmente, los anti CTLA-4 y los anti PD-1/PD-L1.

Alrededor de 1994 se demostré que la sefializacién mediada por CTLA-4 restringe
la actividad de las células T. A partir de entonces se comenzd a trabajar en la hipétesis
de que la inhibicion de esta molécula “inhibidora” podia convertirse en una nueva
estrategia terapéutica en el cancer, en combinacion con otras terapias ya existentes en
ese momento. [25]

En 2010, un estudio clinico de fase lll realizado en pacientes con melanoma no
resecable en estadio IlI/IV tratado previamente, mostré el primer resultado
sorprendente de Ipilimumab®, un anticuerpo monoclonal IgG1 anti-CTLA-4 totalmente
humano. Se observd que los pacientes tratados con este AcM, solo o en combinacién
con la vacuna peptidica gp-100 (Ag tumoral glicoproteina 100), mostraron una
supervivencia mucho mayor que los pacientes tratados solo con vacunaciéon con
gp100.[26] Asi mismo, en 2011 surgid otro estudio que comparaba del tratamiento con
dacarbacina asociada a Ipilimumab con respecto a dacarbacina asociada a placebo en
pacientes con melanoma metastdsico. Este estudio apoyd los resultados prometedores
previos mostrando mayor supervivencia a largo plazo en los pacientes tratados con
terapia combinada con Ipilimumab. [27] Finalmente, Ipilimumab se convirtié en el
primer ICl aprobado para la terapia contra el cancer por la FDA de EE.UU en 2011
indicado como terapia adyuvante en pacientes con melanoma metastasico avanzado
incluyendo el melanoma sometido a reseccién completa y linfadenectomia total de
ganglios linfaticos regionales infiltrados por el tumor. [19, 24]

De hecho, un metaanalisis realizado en 2015 de 10 estudios prospectivos y 2
retrospectivos que evaludé la supervivencia a largo plazo de 1861 pacientes con
melanoma avanzado estimo una tasa de supervivencia del 22% a los 3 afios para los
pacientes que recibieron terapia con ipilimumab extendiéndose la supervivencia en
algunos pacientes hasta casi 10 afos. [28]

Aunque actualmente solo estad aprobado para el tratamiento del melanoma en
monoterapia, el Ipilimumab se esta investigando como tratamiento para una variedad
amplia de otros tipos de cancer, incluidos el carcinoma de células renales (CCR), el
carcinoma no microcitico de pulmén (CPNM) o el cancer de préstata, entre otros,
aunque su eficacia en este tipo de tumores es limitada, pudiendo explicarse por la
resistencia intrinseca de los tumores sélidos, atribuida a caracteristicas como la baja
inmunogenicidad de estos tumores y el microambiente tumoral inmunosupresor
anteriormente comentado. [29]
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Si bien Ipilimumab es actualmente el Unico inhibidor del punto de control
inmunitario anti-CTLA-4 que ha recibido la aprobacion de la FDA, Tremelimumab® es un
anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4 1gG2 completamente humano que también se esta
investigando en ensayos clinicos. [19] Aunque no ha mejorado la supervivencia de los
pacientes en monoterapia en ningun ensayo hasta la fecha, actualmente se esta
investigando en combinacién con Durvalumab® (un inhibidor del punto de control
inmunitario anti-PD-L1 del que hablaremos mas adelante) para evaluar si tendra una
mayor eficacia como parte de regimenes combinatorios. [24]

Otro aspecto importante de CTLA-4 como “punto de control” era su relacidn con
los T-regs. Los efectos de los farmacos anti-CTLA-4 en los T-regs todavia es tema de
debate. De hecho, la unién de CTLA-4 por Ipilimumab en T-regs dentro del tejido tumoral
tendria que promover el agotamiento de los T-regs por citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) y fagocitosis por células NK y macréfagos, pero
recientemente se descubrid que tanto el Ipilimumab como el Tremelimumab, aumentan
la infiltracion de las células T CD4*y T CD8" dentro del tumor sin cambiar o agotar
significativamente las células T-regs dentro del microambiente tumoral. [19, 30]

El Ipilimumab ha mostrado una respuesta claramente beneficiosa en clinica, pero
la presencia de toxicidad asociada, sobre todo a los Ilamados irAE (por sus siglas en inglés
immuno-related Adverse Effects), se ha convertido en un obstdculo que limita el
espectro de pacientes que pueden beneficiarse de estos tratamientos. [29] Pacientes
tratados con Ipilimumab mostraron un aumento importante de las subpoblaciones de
células Ty la aparicion de eventos adversos frecuentes y diversos relacionados con el
sistema inmune que involucraron dafo en intestino, piel, glandulas endocrinas, higado
entre otros érganos. [26, 31]

Por otro lado, estd la terapia anti-PD-1 y anti-PD-L1. Aunque PD-1 se descubrid
antes que CTLA-4 en 1992 como una molécula asociada con la muerte programada de
las células T, no se advirtio su papel en la regulacion negativa de las células T hasta varios
afios después, cuando se observd la presencia de enfermedades autoinmunes en
ratones transgénicos en los que se habia anulado la expresidn de PD-1 en los linfocitos
T. [32] Casi al mismo tiempo se descubrieron sus correspondientes ligandos PD-L1 y PD-
L2. [24,29]

Como ya mencionaba en el apartado anterior, mientras que la induccion de la
expresion de CTLA-4 ocurre en fases iniciales de la activacion linfocitaria en los 6rganos
linfoides, la interaccién de PD-1 con sus ligandos ocurre en una fase mas tardia
principalmente en tejidos y 6rganos periféricos, tras la presentacién de antigenos a las
células T de memoria. Por lo tanto, las terapias anti-PD-1 y anti-PD-L1 al dirigirse mas
especificamente a las células T que ya estan involucradas en una respuesta efectora en
curso, tendrdn un espectro mas restringido y especifico sobre las células T
antitumorales, lo que resulta en una mayor actividad terapéutica y una toxicidad mas
limitada en comparacién con el bloqueo de CTLA-4. [19, 31]
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Estos descubrimientos llevaron a una mayor explotacién de estas terapias con la
consecuente aprobacion de un mayor numero de farmacos en comparaciéon con las
terapias anti-CTLA-4. Actualmente hay cinco anticuerpos monoclonales anti-PD-1 o anti-
PD-L1 aprobados por la FDA en 11 indicaciones diferentes de cancer. [19]
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Figura 5. A) La acciéon de CTLA-4 en las células T en los ganglios linfaticos durante la fase
de induccidn de la respuesta inmune antitumoral, impide la activacién de las células T
desde fases iniciales. B) Las células T antitumorales que consiguen adquerir funciones
efectoras citoliticas pueden experimentar una regulacion negativa adicional en una fase
mas tardia, durante su encuentro con células tumorales o APCs que estén expresando
PD-L1 en el microambiente tumoral. [24]

El Nivolumab, un anticuerpo monoclonal IgG4k completamente humano, surgid
como la primera opcidn terapéutica anti-PD-1 para el cdncer. Se administrd por vez
primera a pacientes en octubre de 2006 en un ensayo de fase 1 realizado en pacientes
con diversos tipos de cancer avanzado y refractario a las terapias convencionales. Los
resultados mostraron que el 37.5% de los pacientes presentaron respuesta tumoral
objetiva, incluidos pacientes con melanoma, carcinoma de células renales y cdncer no
microcitico de pulmén (CPNM). [33]

Tras estos resultados prometedores un niumero importante de estudios fueron
llevados a cabo para el Nivolumab y finalmente en 2014 fue aprobado por la FDA
convirtiéndose en el primer agente anti-PD-1 para el cancer. [19,24] Poco después, en
2015, fue aprobado también como terapia para el cdncer no microcitico de pulmodn
avanzado (CPNM). Ademas de su eficacia en el tratamiento del melanoma y el CPNM,
ensayos de fase lll realizados en pacientes con carcinoma avanzado de células
escamosas de pulmon (CPCE), carcinoma renal avanzado y carcinoma recurrente de
células escamosas de cabeza y cuello han demostrado resultados beneficiosos con
Nivolumab en cuanto a supervivencia, en comparacién con terapias convencionales.
[34,35] Estos resultados condujeron a su aprobacidon como terapia de primera o segunda
linea para diversas indicaciones de estos canceres en afios posteriores. Ademas,
Nivolumab obtuvo recientemente aprobacidon para el tratamiento del carcinoma
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urotelial avanzado, el carcinoma hepatocelular avanzado (CHC) y el cdncer colorrectal
con alta inestabilidad de microsatélites. [36-38].

Algo destacable es que Nivolumab fue el primer ICl aprobado para el tratamiento
de una neoplasia hematoldgica, el linfoma de Hodkin, las tasas de respuestas en este
tipo de neoplasia fueron de las mas altas llegando a ser de hasta el 65%. [24] Asi mismo
se convirtié también en pionero en el tratamiento del cancer microcitico, recibiendo
aprobacion de la FDA como tercera linea de tratamiento de este en 2018. Esta
aprobacion se baso en datos de un estudio de fase 1/2 que evaluaba Nivolumab en
pacientes que habian experimentado progresion de la enfermedad después de haber
recibido quimioterapia basada en cis-platino y al menos otra linea de terapia. En una
media de seguimiento de 28,3 meses, la tasa de respuesta objetiva fue del 11,9% (IC
95%: 6,5-19,5) con una media de duracidn de la respuesta de 17,9 meses. A los 6 meses,
el 17,2% de los pacientes no habian progresado y las tasas de supervivencia global a 12
y 18 meses fueron 28.3% y 20.0%, respectivamente. [39]

Practicamente de forma simultanea, otro inhibidor de PD-1, Pembrolizumab un
AcM IgG4 anti-PD-1 completamente humanizado recibia aprobaciones muy similares a
las de Nivolizumab. Los datos clinicos alentadores de Nivolumab, permitieron el
desarrollo clinico de Pembrolizumab como terapia centrada en pacientes con
melanoma, siendo aprobado como terapia de primera linea para el melanoma no
resecable o metastasico en 2015 por la FDA. [19] Algo similar ocurrié con la aprobacion
de Pembrolizumab en el tratamiento del cancer no microcitico de pulmén metastasico,
fue el primer ICl indicado como terapia de primera linea para el tratamiento de este tipo
de tumores, para el cual fue aprobado en 2016 como monoterapia alternativa a la
quimioterapia. Asi mismo Pembrolizumab recibié aprobaciéon completa para el
tratamiento de linfoma de Hodgkin clasico, carcinoma de células escamosas de cabeza
y cuello, carcinoma urotelial, adenocarcinoma de union gastroesofagica y cancer
colorrectal. [24]

Es importante destacar que esta clase de agentes fue la primera en recibir la
aprobacion de la FDA basada Unicamente en una caracteristica genética de los tumores
independientemente del lugar de origen, ya que Pembrolizumab también fue aprobado
para el tratamiento de neoplasias con alta inestabilidad de microsatélites en 2017 junto
a Nivolumab. [19,24, 38]

En los dltimos 2 afios Pembrolizumab ha recibido aprobaciones para el
tratamiento de muchas otras neoplasias ampliando de forma importante el espectro de
actuacidn de los ICIs. Pembrolizumab ha ampliado sus aprobaciones para el tratamiento
del CPNM, recibiendo aprobacion para el subtipo histoldgico escamoso en combinacién
con quimioterapia [40] y para el tratamiento del cancer escamoso de cabeza y cuello,
para el que ha pasado a ser opcidon como terapia de primera linea. [41] Asi mismo,
recibid aprobacion para el tratamiento del cancer de pulmdn microcitico, sumandose a
Nivolumab aunque ambos lo hicieron como terapia de tercera linea. [42]
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Pembrolizumab también se ha convertido en el primer IClI aprobado para el
tratamiento de neoplasias ginecoldgicas, recibiendo aprobaciéon como tratamiento en el
cancer de cérvix recurrente o metastdsico previamente tratado, ofreciendo una nueva
opcion como tratamiento de segunda linea en pacientes con este tipo de cancer. De la
misma forma hace apenas unos meses recibié aprobacidon para el tratamiento del
carcinoma endometrial en pacientes que presentan progresion de la enfermedad tras
recibir terapia sistémica previa y que no son candidatas a cirugia curativa o radiacion.
Los estudios realizados en las pacientes demostraron una TRO (tasa de respuesta
objetiva) de 12.0% y 39.6% respectivamente en las pacientes tratadas con
Pembrolizumab. [43,44]

En 2018, recibid aprobacion para una segunda neoplasia hematoldgica, un subtipo
de linfoma no Hodkin, el linfoma primario mediastinico difuso de células B grandes, que
afecta principalmente a mujeres jévenes y es el subtipo mas comun de linfoma no
Hodkin en Estados Unidos. La aprobacién se basaba en dos estudios que demostraron
respuestas tanto en pacientes con linfoma primario refractario como en pacientes que
habian recaido tras terapias previas, con TRO de 48% y 45% en ambos estudios
respectivamente e incluso con el 33% y 13% de respuestas completas. [45]

A esta lista de aprobaciones se suman, el carcinoma de células de Merkel, el
carcinoma hepatocelular, el carcinoma de células renales y por ultimo en enero de 2020
se sumo el carcinoma de vejiga no invasivo del musculo, de alto riesgo y no reactivo a
BCG. En estos tumores pembrolizumab demostrd una respuesta completa en el 41% de
los pacientes con una media de duracion de respuesta de 16.2 meses. [46-49]

Ademads de interrumpir las rutas inhibitorias a través del bloqueo de los receptores
PD-1, el bloqueo de PD-L1 con ICIs también ha demostrado ser util para mejorar la
actividad efectora de las células T antitumorales. [24]

El primer anticuerpo anti-PD-L1 fue Atezolizumab, anticuerpo monoclonal 1gG1
completamente humanizado que fue aprobado por la FDA en 2016 para el tratamiento
de cancer urotelial con progresion tras tratamiento previo [19]. Asi mismo los estudios
llevados a cabo con el Atezolizumab en este tipo de tumores pusieron a la vista que los
resultados obtenidos eran diferentes segun el subtipo de paciente, encontrdndose
respuestas mas altas en los pacientes con altos niveles de expresidon de PD-L1, asi como
en pacientes que presentaban una carga mutacional del tumor mas alta [50, 51]. Estos
resultados indicaron que el nivel de mutaciones acumuladas en el tumor y el nivel de
expresion de PD-L1 de las células inmunes infiltrantes dentro del tumor puede usarse
para seleccionar una poblacién de pacientes mas adecuada para la terapia anti-PD-L1.
[29] Con indicaciones similares para el cancer no microcitico de pulmdn, Atezolizumab
ha demostrado ser superior a la quimioterapia, lo que resulta en tasas de supervivencia
general mas altas que las alcanzadas con Docetaxel, [52] siendo aprobado también por
la FDA para este tipo de tumores un tiempo después incluso como tratamiento de
primera linea. [53]
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Atezolizumab ha abierto nuevos caminos para el tratamiento de neoplasias no
tratadas con los ICIs anteriormente mencionados. Fue pionero como tratamiento de
primera linea del carcinoma urotelial de vejiga avanzado en pacientes no aptos a
quimioterapia, en el tratamiento del cancer de mama y como tratamiento de primera
linea, en combinacién con quimioterapia, del cancer microcitico de pulmén (ya que
como comentaba anteriormente, los anti-PD-1 aprobados hasta el momento para este
tumor lo hacian como tratamiento de tercera linea). [54-56]

En pacientes con cancer de mama en tratamiento con Atezolizumab, la respuesta
fue mejor en los casos expresaban altos niveles de PD-L1, igual a lo observado en el
cancer urotelial. No obstante, el estudio que sirvié como base para la aprobacion de este
AcM en el tratamiento del carcinoma microcitico de pulmdn, no se demostré una
relacidon entre la carga mutacional tumoral y la respuesta clinica. Estos resultados
contrastan con los estudios previos en los que si que relacionaba la carga mutacional
tumoral con una mayor respuesta. Una posible explicacidn de esta falta de beneficio en
el subgrupo de pacientes mencionado es que en este ensayo se utilizé la combinacién
de cis-platino y etopdsido, que es muy activa y altamente mielosupresora. [54-56]

Otro ICI anti-PD-L1 empleado es el Avelumab®, un anticuerpo monoclonal IgG1A
completamente humano, que también se ha probado en varios tipos de tumores. El
primer tipo de cancer en el que se probé Avelumab fue el carcinoma metastasico de
células de Merkel. El tratamiento con Avelumab logré respuestas objetivas en 31.8% de
los pacientes, y el 28.6% de los respondedores lograron respuestas completas. [57] De
esta forma, se convirtid en el primer tratamiento aprobado por la FDA para el carcinoma
de células de Merkel metastdsico en marzo de 2017. Asi mismo, Avelumab recibid
aprobacion para el tratamiento del carcinoma urotelial metastdsico recurrente tras
tratamiento previo con quimioterapia. [24,29]

En el dltimo afo ha recibido aprobaciéon de la FDA como tratamiento de primera
linea del cancer renal avanzado de células claras en combinacidén con Axitinib (inhibidor
de la tirosin quinasa asociada a los receptores del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3)). Los pacientes que recibieron una combinacion
de Avelumab mas Axitinib tuvieron una supervivencia libre progresién mas larga (13.8
vs 8.4 meses) y una tasa de respuesta objetiva mas alta (51.4% vs 25.7%) que aquellos
gue recibieron Sunitinib. [58]

Ensayos recientes con otros anticuerpos anti-PD-L1 como Durvalumab®, un
anticuerpo monoclonal IgGlk completamente humano, han mostrado resultados
prometedores en el tratamiento de cancer avanzado de vejiga y en el cancer no
microcitico de pulmdn (CPNM). Recibidé aprobacién para el cancer urotelial de vejiga
previamente tratado en 2017, el estudio en el que se basé esta aprobacion mostraba
mayores beneficios en la TRO en relacidn con niveles altos de expresion de PD-L1 26.3%
vs 4.1% en pacientes con expresion baja de PD-L1, aunque hubo evidencia de respuesta
en ambos grupos. [59] Hace apenas 2 afios, en febrero de 2018, Durvalumab fue
aprobado para el tratamiento del CPNM en estadio Il no resecable sin progresién
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evidente tras tratamiento previo con quimioterapia tras demostrarse un impacto en la
supervivencia sin progresion a 18 meses en pacientes que recibieron este AcM versus
placebo (44.2% vs 27.0%). [60] Muy recientemente (marzo 2020), Durvalumab ha sido
aprobado por la FDA como tratamiento de primera linea para el tratamiento de
pacientes con cancer de pulmén de células pequefias extendido no resecable.
Durvalumab fue probado en un ensayo, abierto, aleatorizado de fase 3, en el cual los
pacientes recibian Durvalumab asociado a quimioterapias estandar (etopdsido mas
carboplatino) frente a pacientes que recibian Unicamente quimioterapia estandar. Se
demostrd una mejoria significativa en la supervivencia general, siendo la mediana de
supervivencia global de 13.0 meses (IC 95% 11.5-14.8) en el grupo recibiendo
Durvalumab mas quimioterapia versus 10.3 meses (IC 95% 9.3-11.2) en el grupo con
guimioterapia sola. [61] [24,29]

4.2. Los retos de los ICls: terapias combinadas, toxicidad y resistencia.

4.2.1. Terapias combinadas

En los pacientes con cancer, los beneficios clinicos de las terapias consistentes en
el bloqueo de los puntos de control, dirigidas a la via CTLA-4 o a la via PD-1/PD-L1, han
supuesto un notable avance. Sin embargo, aun existe un amplio margen de mejora. Por
ello, y dado que ambas vias inhibidoras de los puntos de control regulan la funcién de
los linfocitos T de forma no redundante y mediante mecanismos que actuan en vias
particulares y en distintos momentos de la diferenciacion de los linfocitos T (Figura 5),
se ha pensado que la combinacion de terapias que inhiban ambas vias podria
incrementar los ratios de mejoria clinica. Ademas, estudios preclinicos realizados en
modelos con ratones habian demostrado la eficacia de las terapias combinadas. [19,24]

En diciembre de 2009 se comenzé el primer estudio de terapia combinada, usando
Ipilimumab (anti-CTLA-4) y Nivolumab (anti-PD-1). La sinergia entre ambos AcMs ha
mostrado respuestas sin precedentes en pacientes con melanoma metastasico y se
aprobd en 2015 su empleo en pacientes con melanoma de tipo salvaje con la mutacién
BRAF V600. Un afio mas tarde se amplid su utilizacion, desligandola de la existencia o no
de mutaciéon de BRAF. [19,24]

Un estudio que muestra el seguimiento clinico en pacientes con melanoma
metastdasico, comparando regimenes de monoterapia con Nivolumab, monoterapia con
Ipilimumab y la combinacidn de los ambos, mostrd tasas generales de supervivencia del
58% a los 3 afios en pacientes que recibieron terapia combinada de ICls, en comparacién
con el 52% en pacientes que recibieron solo Nivolumab y el 34% en pacientes que
recibieron solo Ipilimumab. Del mismo modo, la tasa de supervivencia libre de
progresion a los 3 anos fue del 39% en el grupo de tratamiento con Ipilimumab +
Nivolumab, en comparacion con el 32% y el 10% en los grupos tratados con monoterapia
con Nivolumab o Ipilimumab respectivamente. [24,63]
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El primer estudio dirigido a identificar qué pacientes se beneficiarian mas de la
terapia combinada, ha buscado su relacion con el nivel de expresién de PD-L1 en el
tumor. Este estudio muestra que los pacientes con melanoma avanzado con poca o
ninguna expresion de PD-L1 (<1%) se benefician mas de la terapia combinada, en
comparacion con la monoterapia con Nivolumab solo, ya que les beneficia en este caso
la terapia anti CTLA-4. [63]

Esta misma combinacion ha sido aprobada también para el tratamiento del cancer
de células renales de riesgo bajo o intermedio en pacientes no tratados previamente. La
combinacion demostré un aumento significativo en la supervivencia general en
comparacion con sunitinib. Se observé un beneficio de supervivencia global en este caso
independientemente del nivel de expresidon de PD-L1. [64] Pocos meses después fue
aprobado también para el tratamiento de pacientes mayores de 12 afios con cancer
colorrectal metastdsico con inestabilidad de microsatélites alta (MSI-H) o con
alteraciones del MMR (mismatch repair) que ha progresado después del tratamiento
previo. [65]

Los primeros ensayos en pacientes con CPNM avanzadoy CPM recurrente también
han demostraron resultados prometedores para el tratamiento combinado de
Ipilimumab + Nivolumab. Aunque los resultados en los siguientes estudios de fase 2 en
el tratamiento del CPNM siguen siendo positivos [66], no ha ocurrido lo mismo en el
estudio de fase 3 checkmate 451, para el tratamiento del CPM (NCT02538666). [24]

También se han probado otras formas de terapias combinadas con otros ICls,
como Pembrolizumab + Ipilimumab, observandose resultados parecidos a la
combinacidn Ipilimumab + Nivolumab en el tratamiento del melanoma. [67] Asi mismo
la combinacién Durvalumab + Tremelimumab, mostré resultados prometedores en
estudios iniciales (fase Ib) en el tratamiento del CPNM. [68] Recientemente se han
reportado resultados positivos en supervivencia libre de progresion, en un estudio de
fase Ill con esta combinacién. El ensayé mostré una mejoria clinica estadisticamente
significativa en el analisis final de supervivencia libre de progresidn en pacientes
tratados con la combinacidn triple de Durvalumav mas Tremelimumab y quimioterapia
frente a la quimioterapia sola (NCT03164616). [24]

4.2.2. Toxicidad relacionada con el uso de ICls.

Si bien es cierto que hasta ahora se ha logrado un notable beneficio clinico con la
aplicacidon de inmunoterapia basada en ICls, algo importante a tener en cuenta es la
presencia de efectos adversos con estas terapias. La preocupacién por lo que se conoce
como irAE (eventos adversos relacionados con el sistema inmunitario) ya surgié durante
los primeros ensayos con ICls. El hecho de que estos farmacos no se dirijan
selectivamente a las células T especificas del tumor implica el riesgo de que la respuesta
inmunitaria antitumoral deseada venga acompanada de la activacién involuntaria de
respuestas inmunitarias no especificas del tumor dirigidas a autoantigenos expresados
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en los tejidos sanos. Se ha informado que tales irAEs ocurren en una amplia variedad de
6rganos tras la utilizacion de los ICls. [24]

El espectro de irAEs se expande desde las manifestaciones mds comunes, como
los efectos dermatoldgicos, gastrointestinales y endocrinos, a presentaciones mas raras
que involucran a los sistemas nervioso, hematopoyético y urinario. Los irAEs,
tedricamente, pueden afectar a cualquier tejido susceptible de ser infiltrado por células
del sistema inmunitario. Por ejemplo, el Ipilimumab (anti-CTLA-4), se asocia con tasas
mas altas de toxicidad gastrointestinal, prurito, erupcidn cutanea e hipofisitis, mientras
que el uso de antagonistas PD-1 / PD-L1 se asocia con un mayor riesgo de vitiligo,
distiroidismo, hepatotoxicidad y neumonitis. [69]

La incidencia de algun tipo de irAE oscila entre el 15y el 90% de los pacientes en
los ensayos con ICls en monoterapia. [26,35] Se estima que la tasa de irAEs graves que
requieren tratamiento inmunosupresor y retirada del AcM ICI oscila entre el 0,5 y el
13%. [69]

Ademds, se evidencié que la incidencia de irAEs era mayor en pacientes tratados
con inhibidores de CTLA-4 que en aquellos en que se usaron inhibidores de PD-1/PD-1L,
posiblemente por el mecanismo de accion mas especifico de estos ultimos en el
ambiente tumoral, como ya se ha explicado. (Figura 5). También se demostrd que las
complicaciones mas severas (grado 3 o mayor) fueron mas frecuentes con el empleo de
terapias combinadas (53-54%) que con la monoterapia (18-24% en pacientes tratados
solo con anti-PD-1), posiblemente por desregular la respuesta inmunitaria a varios
niveles sucesivos. [63,70,71]

Aunque los agentes anti-PD-1/anti-PDL-1 pueden ser menos tdxicos que los
agentes anti-CTLA-4, el enfoque para manejar los irAEs producidos en ambos tipos de
terapia es similar. La mayoria de los irAEs son leves (de grado 1-2) y remiten con
tratamiento esteroideo, siendo solo una minoria los que requieren tratamiento
inmunomodulador (anti-TNF) o cirugia. [69]

A pesar de la importancia de este problema y la necesidad de manejar la toxicidad
asociada a la terapia con ICls, sin comprometer los efectos antitumorales deseables, la
seguridad general, la tolerabilidad y la baja tasa de interrupcion del tratamiento en
pacientes sigue teniendo una relacion riesgo-beneficio superior al tratamiento con
quimioterapia. [24]

4.2.3. Resistencia a la terapia con ICls.

La eficacia y el alcance de la terapia con ICls se encuentran con muchos desafios.
Ademads de los irAEs, anteriormente comentados, estas terapias se encuentran con el
escollo de la aparicion de resistencias. [24]

A diferencia de las terapias que emplean como diana a moléculas implicadas en
vias oncogénicas, cuya eficacia terapéutica dura hasta que el cancer desarrolla una
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nueva forma de reactivar la via oncogénica, la tasa de recaida con las modalidades de
inmunoterapia es menor. Se esperaba que los ICls pudieran inducir respuestas
duraderas, debido a la capacidad de las células T de adquirir memoria y de producir una
respuesta policlonal. Sin embargo, se han convertido en un problema importante tanto
las resistencias primarias como las secundarias, tras un periodo inicial de respuesta.
[19,24]

En algunos casos, la falta de respuesta inicial (primaria) puede deberse al hecho
de que muchos pacientes con cancer metastasico ya han sido tratados previamente con
terapias tradicionales. La evolucidn de tumores agresivos y su influencia potencialmente
negativa sobre las células inmunitarias en el momento en que dichos pacientes reciben
los ICls, puede impedir cualquier respuesta significativa a esta terapia.

Otra limitacion fundamental de la terapia con ICls se basa en que su eficacia se
fundamente en la preexistencia de una inmunidad antitumoral que los ICls puedan
reactivar, y muchos pacientes carecen de cualquier tipo de respuesta previa
antitumoral. Lo mas comun en estos casos es la ausencia de TILs (linfocitos infiltrantes
del tumor) poniendo de manifiesto que el tumor es muy poco inmunogénico,
generalmente por una baja carga mutacional. En 2014, el analisis de secuenciacién del
exoma completo en muestras tumorales de pacientes tratados con Ipilimumab o
Tremelimumab identifico que la carga mutacional estaba directamente relacionada con
beneficio clinico en pacientes con melanoma metastasico. [19, 24, 25]

Si contamos con que el tumor tiene una inmunogenicidad adecuada, el siguiente
paso por el que puede evadir la respuesta inmunitaria y ser refractario al tratamiento
con ICls es el ya explicado immunoediting. Para recordar, este proceso de
inmunoediting puede provocar la pérdida de las mutaciones que son mas
inmunogénicas en el tumor o bien provocar disminucion en la expresién de genes
involucrados en la via de presentacion del antigeno.

Se ha demostrado que la delecion especifica en alelos de las moléculas HLA
encargadas de presentar neoantigenos o la pérdida de .M puede producir resistencias.
[19, 25].

Sin embargo, una carga mutacional alta no siempre garantiza una respuesta
favorable a los ICls. Se observaron mutaciones de pérdida de funcién en Janus quinasas
JAK1 y JAK2 en pacientes que no mostraron respuesta al Pembrolizumab. Como ya
hemos ido explicando, la ultima ruta que influye en el proceso de evasion tumoral es la
expresion de PD-L1 por parte del tumor al detectar el ataque por parte de células T. Esta
expresion de PD-L1 esta mediada por la produccion de IFN-y. Se demostré que el IFN-y
liberado por las células T produce activacion de Janus quinasas JAK1 y JAK2 en las células
tumorales, lo que desemboca finalmente en expresion de PD-L1. Por lo tanto, cualquier
pérdida, tanto en el receptor de IFN-y como en la ausencia de cualquiera de las kinasas,
llevaria a una falta de la expresiéon de PD-L1 por parte de la célula, haciendo inutil el
tratamiento inhibidor. [19,25,72]
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Finalmente, incluso en los casos en que los tumores permanecen inherentemente
sensibles al IFNy, la acumulacién de factores metabdlicos e inmunosupresores
adicionales en el microambiente del tumor, como la indoleamina-2,3-dioxigenasa y el
TGFB, entre otros pueden limitar la eficacia de los ICls de forma aislada.

JAK2 loss of function JAK2 amplification JAK2 oncogenic activation
T cell
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Figura 6. (Izquierda) Tumores con mutaciones en la ruta mencionada, tendran expresién
reducida de PD-L1 con lo que la terapia con anti PD-1/PD-L1 serd ineficaz. (Medio) En el
linfoma de Hodgkin y el linfoma mediastinico de células B grandes, la amplificacion JAK2
produce una alta expresién de PD-L1, lo cual apoya el uso de inhibidores del punto de
control inmunitario. En las neoplasias mieloproliferativas (derecha), la activacion de
JAK2 mediante el oncogén V617F promueve la expresion de PD-L1, que proporciona
sensibilidad al bloqueo de PD-1 / PD-L1. [72]

También vale la pena sefalar que la terapia con ICls en la clinica se ha focalizado
hasta ahora en los inhibidores del punto de control dirigidos a CTLA-4, PD-1y PD-L1. En
los ultimos afios se han identificado otras vias de control inmunitario que podrian
representar objetivos adicionales para monoterapia o terapias combinadas con otros
ICls. Algunos de estos puntos de control son:

1) LAG3 (Lymphocyte-activation gene 3) cuyo ligando principal son las moléculas
MHC de clase Il. Cuando LAG3 se expresa en los linfocitos T activados o en los linfocitos
T-regs se une a moléculas MHC de tipo Il y esto tiene dos tipos de consecuencias: (a) en
las células T-efectoras transduce una sefial inhibitoria; (b) en las T-regs aumenta su la
actividad supresora. Por lo tanto, la inhibicién de LAG3 podria reactivar la respuesta
antitumoral de los linfocitos T.

) TIM-3 (T-cell immunoglobulin mucin-3) es otra molécula de superficie
involucrada en el agotamiento de las células T. Primero se demostré que TIM-3 esta
implicada en la falta de respuesta de los linfocitos T en la inflamacién crénica. Tras la
interaccidn con galectina-9 u otros ligandos desconocidos, los linfocitos T que expresan
TIM-3 sufren apoptosis y pierden sus funciones efectoras. El posterior analisis mostrd
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gue en linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) la expresién de TIM-3 estaba regulada al
alza en pacientes con melanoma y NSCLC;

) TIGIT (T-cell immune receptor with immunoglobulin ITIM domain) también
estd implicado en la inhibicidn de la activacion de células T. La expresion de TIGIT esta
estrechamente regulada en los linfocitos, especialmente en los T-regs y TCD8", es un
marcador fenotipico de las células T CD8* no funcionantes, asi mismo, media la
supresion a través de T-regs, de otras células efectoras. [24,25]

5. Nuevas formas de inmunoterapia con células T.

Como ya hemos visto, las células T reactivadas adecuadamente estan
demostrando ser la herramienta inmunitaria mas eficaz frente al cancer. La
inmunoterapia con linfocitos T basa su eficacia en la capacidad de estas células para
destruir las células tumorales.

Una de las formas de inmunoterapia con células T en el cancer, es la terapia celular
adoptiva (ACT, adoptive cell transfer). De forma simplificada, la ACT es un tipo de
inmunoterapia personalizada consistente en extraer células inmunitarias del propio
paciente con cdancer, expandirlas in vitro en grandes cantidades y re-infundrlas
nuevamente en el paciente para conseguir una erradicacion del tumor. [73]

5.1. Terapia con TILs (linfocitos infiltrantes de tumor).

Los primeros intentos de aplicar esta estrategia terapéutica se hicieron aislando
linfocitos infiltrantes de tumor (TILs). La explicacién para la aplicacién de esta terapia se
remonta a 1980, cuando se demostro actividad antitumoral de TILs in vivo en modelos
de ratones. [74]

La terapia TIL actual consiste en la expansion ex vivo de TILs, a partir de material
tumoral resecado, y la posterior transfusidon al paciente de estos TILs en grandes
cantidades. Previo a la infusion, el paciente es sometido a un régimen preparatorio de
deplecidn de linfocitos mediante quimioterapia no mieloablativa (NMA) la cual consiste
en 2 dias de tratamiento con ciclofosfamida intravenosa, seguida de 5 dias con
fludarabina. Tras la infusién de TILs, los pacientes reciben una dosis alta de interleukina-
2 (IL-2) por via intravenosa. Asi mismo, se cree que el apoyo posterior con IL-2 mejora
aun mas la duracion del efecto terapéutico y la eficacia clinica de la terapia con TlLs. Esta
deplecion de los linfocitos enddgenos causa una linfopenia y neutropenia breves pero
intensas, con una recuperaciéon completa de la médula 6sea en 7-10 dias, que no
requieren soporte de células madre hematopoyéticas. El objetivo de esta estrategia de
linfodeplecidn es crear un espacio fisico para la recepcién de los TlLs expandidos ex vivo.
Asi mismo, resulta en una menor competencia por las citocinas homeostaticas IL-7 e IL-
15 y contribuye a eliminar poblaciones inmunosupresoras linfoides y mieloides. [75]
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La ACT con TILs especificos se ha utilizado en su mayor parte en pacientes con
melanoma desde hace mas de 20 afos. Esta aplicacidon en los melanomas esta fundada
en la base de que los melanomas a menudo presentan una gran infiltracién de TiLs. De
hecho, la infusion de TILs en pacientes con melanoma metastasico producia respuestas
completas y duraderas. [76] Por otra parte se han observado respuestas clinicas
prometedoras en pacientes con melanoma uveal metastdsico, con tasa de respuesta
objetiva de hasta 35%, lo que puede convertirse en la primera opcidn terapéutica para
pacientes con este tipo de melanoma para el que actualmente no existe tratamiento.
[73,75]

En cuanto a la terapia con TILs en otros tumores soélidos, resultados mas recientes
muestran cierto éxito terapéutico en el cancer de células renales, el cancer de mamay
el cdncer de cervix. [77-79] En general, la actividad anti-tumoral de los TILs en estos
tumores es menor en comparacion con el melanoma, debido a la mayor heterogeneidad
en la carga mutacional. Actualmente, se esta llevando a cabo un estudio clinico de fase
Il en pacientes con diversos tumores metastasicos, incluidos canceres del tracto
digestivo, mama, urotelio, ovario y endometrio, con el fin de proporcionar informacién
sobre las tasas de regresién tumoral cuando se tratan con TlLs. [75, 80]

No obstante, el uso de esta terapia no ha tenido una gran implantacion, debido
principalmente a dificultad para obtener TILs especificos del tumor en muchos tipos de
cancer. Al ser una inmunoterapia personalizada, los TILs de infusién deben producirse
ex vivo de manera individualizada para cada paciente, y, por lo tanto, los costes son
relativamente altos. Cabe destacar que esta terapia no supone en si un aumento de la
capacidad global del propio sistema inmune para combatir el cancer, si no que es una
terapia en la que se ataca al tumor de forma exégena. [73,80]

En general, el tratamiento con TILs muestra grandes posibilidades como terapia
antitumoral en el melanoma y posiblemente también en otros tumores sélidos. Sin
embargo, la terapia con TlLs alin no ha sido aprobada como tratamiento debido a la falta
de resultados suficientemente convincentes en ensayos clinicos prospectivos. No
obstante, estrategias para potenciar su uso ya se estan investigando. Un ejemplo son las
terapias combinadas con ICls. Se ha demostrado que el tratamiento con ipilimumab
(anti-CTLA-4) aumenta la infiltracion de linfocitos T en melanomas y amplia la actividad
de los TlLs en estos tumores. [81]

Por otro lado, los rapidos avances en los diferentes campos de terapia genética,
edicidn de genes, biologia de células T e identificacion de targets especificos, han hecho
posible la modificacidén genética de los linfocitos T, permitiendo que emerjan nuevas
estrategias mas efectivas. [73]

5.2. Terapia con TCRs

Concretamente, una alternativa al proceso dificultoso de aislamiento de TILs es
aislar directamente de la sangre de los pacientes los linfocitos T circulantes vy
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modificarlos genéticamente en el laboratorio. De esta forma la extraccion de los
linfocitos es mas sencilla, ya que no requiere que estos estén especificamente
infiltrando el tumory el abanico de neoplasias susceptibles de tratamiento se amplia, ya
gue no se requiere que sean tumores que contengan gran cantidad de TILs en su
entramado celular.

Concretamente la terapia con TCRs se basa en codificar esos linfocitos T
circulantes para que expresen TCRs transgénicos capaces de reconocer antigenos
tumorales e inducir la muerte de las células cancerosas que expresan esos antigenos.
Como sabemos la afinidad de los TCR “naturales” por estos antigenos tumorales es
relativamente baja, lo que hace que la capacidad de reconocer y atacar tumores sea
poco eficaz. Los TCR transgénicos, disefiados de forma artificial por tecnologia de
ingenieria genética, presentan alta avidez por estos neoantigenos tumorales lo que
mejora tanto la especificidad como la afinidad durante el reconocimiento de las células
cancerosas por los linfocitos T. [73,82]

Los TCR son heterodimeros de cadenas alfa y beta que reconocen fragmentos de
polipéptidos presentados por moléculas MHC. Los linfocitos T cuyo TCR se ha
modificado pueden reconocer cualquier antigeno que puedan presentar las moléculas
de MHC |, ya sea un antigeno intracelular, de superficie o un neoantigeno producido por
las propias células tumorales. Por lo tanto, los TCR poseen una gran cantidad de targets
potenciales. Asi mismo, los linfocitos T con TCR modificado pueden activarse
completamente aun cuando la cantidad de antigeno es escasa debido a que todas las
moléculas auxiliares de la via de transduccion de sefiales del TCR naturalmente
presentes en la via tradicional se mantienen, lo que resulta en un efecto antitumoral
potente. [82]

El disefio de TCRs de alta afinidad requiere la identificacion de potenciales targets
tumorales especificos. Primero, se identifica una gran cantidad de polipéptidos
presentados por las células tumorales, y posteriormente se eliminan los que también
son expresados en los tejidos normales. En la mayoria de los ensayos clinicos, los
linfocitos T se obtienen mediante leucaféresis y su modificacidn genética se lleva a cabo
mediante vectores gamma-retrovirales o lentivirales que incorporan los genes TCR en el
genoma de los linfocitos del huésped, lo resulta en una expresién elevada del TCR
introducido, por parte de estos linfocitos. Por ultimo, se realiza una prueba de seguridad
preclinica para garantizar efectos minimos fuera de objetivo y minima reactividad
cruzada. Al igual que ocurria en la ACT con TILs, la mayoria de los protocolos clinicos de
utilizacién de terapia génica con TRCs han incorporado el pre-acondicionamiento del
paciente con régimen de linfodeplecion previo a la infusion de los linfocitos TCR
modificados. Como ya comentaba, esto facilita el injerto y amplia la vida util de los
linfocitos T infundidos. Ademas, también se ha utilizado la administracion de IL-2 tras la
infusion de células T. [75]

Todo este proceso es complejo y, de hecho, los primeros intentos llevaron a la
utilizacién de TCRs poco especificos, de forma que las primeras terapias atacaban
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antigenos que se expresaban de forma compartida en tejidos sanos. La primera
evidencia de la potencia clinica de la terapia génica con TCRs fue dirigida al antigeno
MART-1, este antigeno esta presente en los melanocitos pero a su vez es expresado en
aproximadamente el 80-95% de melanomas. Otros ejemplos fueron las moléculas
gpl00, CEA y MAGE-A3. Todas estas terapias mostraron perfiles de seguridad
desfavorables, incluyendo toxicidad severa. [73, 75]

Por el contrario, modificaciones en diferentes aminoacidos permitieron llegara un
TCR de alta afinidad contra el antigeno NY-ESO-1. NY-ESO-1 al igual que MAGE-A3 es un
antigeno de la familia cancer/testiculo (C/T antigens), los genes que codifican estos
antigenos se expresan normalmente durante la embriogénesis, pero mas adelante son
silenciados. La excepcion es la presencia de estos antigenos en los espermatocitos, asi
mismo los tumores a menudo re-expresan de forma aberrante estos genes y
consecuentemente los antigenos cancer/testiculo, de ahi su nombre. NY-ESO-1 se
encuentra sobre expresado hasta en el 52% de los melanomas, el 82% de los
neuroblastomas, el 80-100% de los sarcomas sinoviales, el 43% de los tumores de ovario
y de la misma forma el mieloma multiple. Debido a su expresion restringida en tejidos
normales, sumado a una expresion generalizada y elevada en diferentes tipos de cancer,
NY-ESO-1 se ha convertido en una diana idénea en la terapia génica con TCRs. Diferentes
estudios han demostrado la eficacia de esta terapia, un estudio realizado en pacientes
con mieloma multiple mostré respuestas completas o parcialmente completas en el 70%
de los pacientes. [83] También se han observado respuestas prometedoras en
melanoma y sarcoma de células sinoviales, con respuestas clinicas objetivas del 55% y
60% respectivamente. [84] Estos resultados hacen probable que este TCR reactivo
contra NY-ESO-1 sea el primer TCR transgénico aprobado por la FDA. [73,75,82]

Aunque la terapia con TCRs tiene un gran potencial, los protocolos actuales para
su fabricacion son costosos y laboriosos. Una de las limitaciones mas importantes de los
TCRs es que son dependientes de la presentacion del neoantigeno tumoral objetivo por
parte del complejo MHC I, que como ya ha sido comentado a lo largo de esta revision, a
menudo se encuentra regulada negativamente en las células tumorales como parte de
un mecanismo de evasién tumoral a la respuesta inmunitaria. Ademas, existe riesgo de
que se produzca un missmatch entre cadenas exdgenas y endégenas (presentadas por
células del tejido sano), lo que puede inducir el reconocimiento nocivo de
autoantigenos, pudiendo llegar a producir enfermedad de injerto contra huésped.
Encontrar solucidon a estos problemas es ahora mismo clave para el éxito de estas
terapias. [73,82]

5.3. éQué son las CAR T cells?

La terapia con CAR-T cells es la técnica de inmunoterapia anti-tumoral mas
novedosa. Esta terapia puede superar algunos de los desafios presentados por las
terapias de infusion de TILs y las terapias con TCRs.
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La terapia CAR, un proceso muy similar al utilizado en |a terapia con TCRs, consiste
en modificar genéticamente los linfocitos T in vitro. Tras la extraccion de los linfocitos T
circulantes del paciente mediante leucoferesis, y usando un virus como vector, se
codifican en ellos receptores especificos de superficie, llamados receptores quiméricos
de antigeno, o CAR (por sus siglas en inglés, chimeric antigen receptor). A diferencia de
los TCRs transgénicos, los CAR son moléculas completamente sintéticas que permiten
gue las células T se unan directamente, de forma especifica, a un antigeno concreto de
las células tumorales. Las células T, transfectadas para expresién del CAR especifico del
antigeno diana tumoral, se "expanden" en gran cantidad in vitro mediante cultivo con
citocinas. El paso final es la infusién en el paciente de estas CART. Al igual que en la ACT
con TILs y con TCRs, los pacientes reciben quimioterapia como pre-acondicionamiento
linfodeplecionante. El farmaco mas utilizado para este tratamiento es la ciclofosfamida,
usandose también otros medicamentos como fludarabina, gemcitabina, lenalidomida y
docetaxel. [82]

Cabe destacar que la terapia con CARs es mas especifica y mds personalizable
porgue el dominio de unidn al antigeno de los CAR se puede disefar para atacar a varios
targets tumorales. Ademas, las CAR-T cells también son capaces de establecer memoria.
[82]
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Figura 7. Descripcidn general esquematica de los procesos de ACT: terapia con linfocitos
infiltrantes de tumores (TILs), terapia génica del receptor de células T (TCR) y terapia con
linfocitos T modificados con receptor de antigeno quimérico (CAR). (Izquierda) ACT con
TlLs, se reseca quirudrgicamente parte del tumor y posteriormente se aislan los TlLs y se
expanden ex vivo. El paciente recibe un régimen de acondicionamiento
linfodeplecionador. (Derecha) ACT con células T periféricas modificadas genéticamente:
terapia génica TCR y terapia génica CAR. Para ambas las células T periféricas se aislan
mediante leucaféresis. Estas son luego transfectadas con vectores virales para expresar
un TCR o CAR especifico, respectivamente. [75]
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5.3.1. Elreceptor CAR

Las células T CAR combinan la especificidad de un anticuerpo monoclonal con la
capacidad citolitica de una célula Ty son capaces de llevar a cabo esta accidn gracias a
su receptor. Un CAR es un receptor hibrido que combina 2 dominios: un dominio
extracelular, de unién al antigeno tumoral, unido por un dominio transmembrana al
dominio intracelular de senalizacidn celular, capaz de activar al linfocito T. [75,82]

El dominio extracelular confiere especificidad a las células CAR y esta constituido
por un scFv de un anticuerpo monoclonal, el scFv es el fragmento Fab de anticuerpo
monoclonal. Consta por lo tanto de una regidon variable de cadena pesada (Vu) y una
region variable de cadena ligera (V.), ambas unidas por un pequefio segmento de
polipéptido. A través del scFv, las células CAR-T pueden reconocer y unirse directamente
a antigenos especificos de tumor, sin necesidad de que éstos estén presentados por
moléculas MHC. Por su parte el dominio intracelular de transduccion de seiial estd
compuesto principalmente por la cadena CD3( del TCR, que es el iniciador de la
sefalizacidn en los linfocitos T. [82,85]

Monoclonal antibody T cell receptor Chimeric antigen receptor

Costim. |-

Figura 8. Estructura del receptor antigénico de las células T CAR. Las células T CAR se
disefian fusionando el scFv de un anticuerpo monoclonal a un dominio transmembrana
y a un dominio CD3( de sefalizacion intracelular capaz de provocar respuesta en las
células T. VH (cadena pesada); VL (cadena ligera); costim (co-estimulacion); TM
(transmembrana). [85]

En el caso de las CAR T cells, el antigeno objetivo es una molécula de superficie. El
componente central de las CAR T cells como ya se ha explicado, es su receptor
guimérico, éste no va a depender de que el antigeno a reconocer sea presentado
previamente por las moléculas MHC |, como se demostré a finales de la década de 1980
en los primeros estudios que evaluaban CARs de primera generacion. Por lo tanto, las
CAR T cells son MHC independientes, este fendmeno permite que se reconozcan un
mayor numero de antigenos de superficie diferentes. Asi mismo, evitan las restricciones
que se producen cuando la expresion de MHC | esta regulada negativamente por el
tumor impidiendo que se expongan los antigenos tumorales enddgenos. El
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inconveniente es que moléculas intracelulares no se van a poder reconocer, ya que estas
necesitan ser procesadas y posteriormente presentadas por las MHC I. [75, 82]

Tras el reconocimiento del antigeno, se produce la cascada de sefializacion celular
que lleva a la activacién del linfocito. El iniciador de la sefializacion es principalmente la
cadena CD3C. Los ensayos iniciales en humanos con CAR-T cells se realizaron con CAR-T
cells llamadas de primera generacién ya que contenian solo el dominio CD3-C. La
activacion de las CAR-T cells de primera generacion se consigue a través del motivo ITAM
de la cadena CD3-(, cuya fosforilacion en tirosinas inicia la activacion del linfocito,
regulacion de secrecion de IL-2 y lisis de células tumorales. No obstante, ensayos
realizados con estas CAR-T cells de primera generacidn revelaron activacidon y expansion
limitadas lo que eventualmente conducia a la apoptosis de las CAR-T cells. [75,82,85]

Ademas de los dominios de sefializacion intracelular, es conocido el papel de las
moléculas co-estimuladoras CD28 y CD137 (4-1BB), las cuales mejoran la proliferacién
celular y el tiempo de supervivencia in vivo, asi como la actividad antitumoral de los
linfocitos T. Por lo tanto, la respuesta efectiva de las CAR-T cells se veria beneficiada por
una segunda sefial coestimuladora, llevada a cabo por moléculas como CD28 o 4-1BB.
Sobre esta base, el disefio de CAR-T cells de segunda generacién incluia dominios
coestimuladores como CD28 y 4-1BB. Esta sefial coestimuladora amplia la primera sefial
producida por el complejo TCR/CD3-{, aumentando la proliferacion de CAR-T cells, la
secrecion de citocinas y la expresion de proteinas antiapoptoticas. [75,82]

En este contexto se estan desarrollando las CAR de tercera generacidn que tienen
como objetivo abarcar la capacidad de sefalizacidon de dos dominios coestimuladores,
principalmente CD28 en combinacidn con 4-1BB u OX-40. [75]

5.3.2. Las CART cells en clinica: target CD19

Se ha comprobado que la inmunoterapia con CAR-T cells es un gran avance en el
tratamiento de tumores hematoldgicos. De hecho, la inmunoterapia con CAR-T cells fue
titulada como el avance del afio por parte de la ASCO (American Society of Clinical
Oncology) y fue publicado en el Journal of Clinical Oncology de 2018. [86] Este
reconocimiento vino tras la aprobacién de la FDA en 2017 de dos terapias con CAR-T
cells para el tratamiento de tumores hematoldgicos de células B en pacientes tanto
adultos como pediatricos lo que es un hito en las inmunoterapias contra el cancer. En
2018, estas terapias fueron aprobadas en la Union Europea, Reino Unido y Canada.
[73,82]

Los mejores resultados clinicos con CAR-T cells se han obtenido principalmente en
el tratamiento de leucemia y linfoma CD19*. La glicoproteina extracelular CD19 es el
target mas comunmente utilizado en la terapia con CAR T cells. Demostrd ser una diana
6ptima ya que se expresa en una fase temprana durante el desarrollo de células By su
expresion se mantiene hasta la diferenciacidn a células plasmaticas. Por lo tanto, los
tumores malignos de células B que se originan a partir de todos estos estados de
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diferenciacién también van a expresar CD19. No obstante, CD19 se expresa en la
superficie de la mayoria de las células B, tanto sanas como tumorales, y por ello el
tratamiento con CD19-CAR-T cells tendra como efecto secundario la aplasia transitoria
o duradera de células B e hipogammaglobulinemia, pudiendo aumentar el riesgo de
infecciones. Este efecto se ha manejado con reemplazo de inmunoglobulinas por via
intravenosa. [75]

En 2003, un grupo del Centro de Cancer Memorial Sloan-Kettering de Nueva York,
fue el primero en conseguir la transfusién exitosa de linfocitos genéticamente
modificados con CD19-CAR en ratones inmunodeficientes con diversas neoplasias
malignas de células B. Los resultados mostraban reduccion e incluso erradicacién a largo
plazo de los tumores. [87] No obstante como ya se introducia al comienzo del apartado,
no fue hasta 2017 cuando se aprobaron los primeros tratamientos con CAR-T cells en
humanos. [75]

En la actualidad hay dos terapias CD19-CAR aprobadas por la FDA para la leucemia
linfocitica aguda y para diferentes tipos de linfoma agresivo de células B no hodkin.
Axicabtagene ciloleucel (Yescarta) con CD28 como molécula coestimuladora y
tisagenlecleucel (Kymriah) con 4-1BB como molécula coestimuladora.

En agosto de 2017, la FDA aprobd tisagenlecleucel (Kymriah) para el tratamiento
de la LLA de células B refractaria o en recaida en pacientes de menores de 25 afios. Esto
supuso uno de los mayores avances en el tratamiento del cancer infantil. La aprobacién
se basé en un ensayo clinico realizado en nifios y adultos jévenes con LLA recidivante o
refractaria, en 52 (82%) de 63 pacientes el cancer entrdé en remisién en los 3 meses
posteriores tras recibir tisagenlecleucel, y el 75% de los pacientes permanecian en
remision a los 6 meses. [88]

Sobre la base de estos resultados, se inicio otro estudio de fase 2, multicéntrico
de tisagenlecleucel. En este estudio, se utilizé una cadena de suministro global de CAR-
T cells y se incluian 11 paises (de América del Norte, Europa, Asia y Australia). El analisis
de resultados mostré una tasa de remisién global del 81% tras mas de 3 meses de
seguimiento. Las remisiones fueron duraderas, con una tasa de supervivencia libre de
recaidas del 80% a los 6 meses. [89]

Unos meses mas adelante, en octubre de 2017, otro ensayo utilizo la terapia con
CAR-T cells, esta vez para tratar el linfomas refractarios de células B grandes. La terapia
con células CAR-T utilizada en este estudio fue axicabtagene ciloleucel (Yescarta). En
este ensayo multicéntrico de fase 2, se reclutaron 111 pacientes con distintos tipos de
linfomas de células B que incluian: el linfoma difuso de células B grandes (DLBCL diffuse
large B-cell lymphoma), linfoma mediastinico primario de células B grandes y linfoma
folicular ya transformado a difuso. Todos los pacientes tenian enfermedad refractaria a
pesar de haberse sometido a terapia previa. La tasa de respuesta objetiva fue de 82%, y
la tasa de respuesta completa fue de 54%. Con una media de seguimiento de 15,4
meses, el 42% de los pacientes seguian presentando respuesta, y el 40% presentaba
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respuesta completa. La tasa global de supervivencia a los 18 meses fue del 52%. [90]
Estos hallazgos destacan positivamente si se comparan con los resultados del estudio
SCHOLAR-1 realizado para evaluar la eficacia de las terapias existentes para los linfomas
de células B, que muestra unatasa de respuesta objetiva del 26% y una tasa de respuesta
completa del 7%. [91]

La ultima aprobacion de la FDA se la llevo tisagenlecleucel, que en este caso fue
aprovado para su segunda indicacion, en este caso la misma que habia recibido
Axicabtagene ciloleucel, tratamiento de pacientes adultos con DLBCL, linfoma
mediastinico primario de células B grandes y DLBCL derivado de linfoma folicular,
recidivante o refractario después de dos o mas lineas de terapia sistémica. El estudio
JULIET, de fase 2, en el que se basd la aprobacidn, evaluaba como objetivo primario la
obtencidén de la mejor tasa de respuesta general. La mejor tasa de respuesta global fue
del 52%: siendo 40% respuestas completas y 12% respuestas parciales. A los 12 meses
después de la respuesta inicial, la tasa de supervivencia libre de recaida se estimé de
65% (79% entre los pacientes con una respuesta completa). [92]

En el otro extremo del espectro de respuesta entre las neoplasias malignas de
células B se encuentra la leucemia linfocitica crénica (CLL), que también demuestra una
expresion alta y homogénea de CD19, pero se ha encontrado que las CAR-T cells en esta
neoplasia solo consiguen respuestas completas en el 15-30% de los pacientes. Recientes
estudios que comparaban las respuestas en LLA versus CLL han demostrado que, a pesar
de que los procesos de fabricacién para expresar el mismo receptor CD19.4-1BB-CAR
son idénticos, el 100% de los pacientes con LLA cuyas CAR-T cells experimentaban
expansion alta, tuvieron también respuestas completas, mientras que una fraccién
considerable de pacientes con CLL cuyas CAR-T experimentaban una expansién
similarmente alta, no conseguian esas tasas de respuesta completa, lo que implica que
para conseguir respuestas completas en la CLL, son necesarios requisitos adicionales. En
general, la disfuncidon basal de las células T parece ser una causa importante de
resistencia primaria a la terapia CAR en la CLL. [85]

5.3.3. Otros targets

En la actualidad, hay muchos objetivos involucrados en proyectos clinicos de CAR-
T cells. Se ha disefiado una nueva terapia con CAR-T cells dirigida a la molécula de
superficie CD22. Un ensayo de fase | utilizando estas CD22-CAR-T incluyé 21 pacientes
de entre 7 y 30 afios con LLA que habian recaido o no habian respondido a tratamientos
anteriores. Quince de estos pacientes habian recibido terapia con CD19-CAR-T, pero no
habian obtenido respuestas. Los resultados mostraron que un total de 73% de los
pacientes alcanzaron la remisién completa. [93]

Es importante destacar que las células CAR-T también se estan evaluando en otras
neoplasias hematoldgicas. Para la leucemia mieloide aguda (AML), varios objetivos
estan bajo investigacién, como CD33 y CD123, sin embargo, la expresion de estos
antigenos en células no tumorales sugiere potenciales toxicidades. Datos clinicos han
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mostrado cierta eficacia de la terapia CD30-CAR-T en el linfoma de Hodgkin. En el
mieloma multiple, las terapias con CAR-T cells que utilizan como target el antigeno de
maduracién de células B (BCMA) estdn mostrando excelentes respuestas clinicas en
multiples ensayos. De hecho, los primeros ensayos clinicos presentados en la reunién
anual de la ASCO de 2017 incluyeron a 35 pacientes con mieloma multiple que habian
recaido después del tratamiento. De estos 35 pacientes, el 74% experimentd una
respuesta completa de mieloma multiple después de recibir células BCMA-CAR. Otro
ensayo que incluyd a 16 pacientes mostrd a su vez una tasa de respuesta global del 81%.
La mediana de supervivencia libre de recaida fue de 31 semanas. [94] Una amplia
variedad de distintas CAR-T cells dirigidas a BCMA estan en desarrollo clinico activo. Se
espera que las BCMA-CAR-T cells sean aprobadas pronto para la terapia clinica de
mieloma multiple. [73,82]

5.3.4. Problemasy desafios en la utilizacién de las CAR-T cells

El éxito demostrado por las células CAR-T en los tumores hematoldgicos respalda
la aplicacién de esta tecnologia al entorno de los tumores sélidos que son responsables
de mas de las tres cuartas partes de las muertes relacionadas con el cancer y, por lo
tanto, representan una gran necesidad médica. Se estan llevando a cabo un ndmero
creciente de ensayos clinicos que utilizan la terapia con CAR-T cells en tumores sélidos.
Sin embargo, los resultados de los ensayos clinicos son insatisfactorios. Esto es asi
principalmente debido a la presencia de complejas barreras adicionales que presentan
los tumores sdlidos en comparacion a las neoplasias hematolégicas. [73,82]

Algunas de esas barreras son: las caracteristicas histopatoldgicas de los tumores
solidos, el "trafico" inadecuado de las CAR-T cells a los lugares donde se encuentran los
tumores soélidos en el cuerpo, asi como el microambiente tumoral inmunosupresor, la
heterogeneidad tumoral y la escasez de antigenos especificos. De hecho, una de las
principales preocupaciones que enfrentan las terapias con CAR-T cells en tumores
solidos es el riesgo de toxicidad cruzada llamada “on-target off-tumor toxicity”, ya que
los antigenos de superficie celular especificos de tumores soélidos son también
expresados en muchos tejidos sanos, y los CAR dirigidos a estos antigenos podrian
producir dafio masivo de estos 6rganos. [95]

Las células tumorales hematoldgicas se encuentran dispersas, en cambio, los
tumores solidos generalmente forman masas compactas en los distintos 6rganos desde
el principio del proceso tumoral, lo que significa un obstaculo para el reclutamiento de
células anti-tumorales en el area afectada. Aun asi, los ensayos clinicos realizados con
CAR-T cells dirigidas a tumores sélidos sugieren que las CAR-T cells pueden llegar a los
sitios del tumor y atacar al antigeno, pero fallan en expansion, persistencia y produccién
de respuesta objetiva. Al llegar al tumor, las células T encuentran un denso
microambiente tumoral inmunosupresor que incluye células inmunosupresoras como
T-regs, TAMs (tumor-associated macrophages) y células mieloides supresoras. De la
misma forma, este microambiente se caracteriza por presentar hipoxia, necrosis,
escasez de nutrientes y una serie de moléculas inmunosupresoras que ya conocemos
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como PD-L1, IL-10 y TGF-B. Todos estos factores comentados conducen a una rapida
pérdida de actividad funcional y eficacia terapéutica de las CAR-T cells. [73,95]

Como algo resaltable en la terapia de tumores sélidos, tenemos la emergencia de
tratamientos eficaces en tumores cerebrales. EGFRvIII, una version mutada del receptor
del factor de crecimiento epidérmico, parece ser un target CAR convincente ya que esta
ausente en los tejidos sanos. Las EGFRvIII-CAR-T cells se han administrado por via
intravenosa a pacientes con glioblastoma multiforme (GBM) recidivante, y fueron
consideradas como seguras y una terapia factible en estos pacientes. Por otro lado, el
estudio reveld que las respuestas pueden estar limitadas por la pérdida de expresion del
antigeno y su expresion heterogenea dentro del tumor. [96]

No obstante, los ensayos realizados en tumores solidos han permitido identificar
algunos fallos en la terapia con CAR-T cells, lo que ha facilitado el desarrollo de vias para
sortear estas adversidades. Ademas, estas potenciales mejorias pueden beneficiar de la
misma forma a las neoplasias hematoldgicas, optimizando el tratamiento y mejorando
el éxito a largo plazo y la seguridad de los tratamientos con CAR-T cells.

Los principales problemas presentados por las CAR-T cells son: a) eficacia
antitumoral limitada por la falta de expansion significativa y/o supervivencia de las CAR-
T cells en el tumor, destacando como factor importante en este proceso la disfuncion
de las propias CAR-T cells; (b) disminucién o pérdida significativa de la expresion del
antigeno tras la administracion de CAR-T cells, lo que sugiere cierto nivel de
inmunoediting. La presencia de heterogeneidad de antigeno en las diferentes células de
un mismo tumor y la pérdida de la expresion del antigeno apuntan como problemas
principales en este aspecto; (c) toxicidad severa fuera del tumor, incluso cuando los
antigenos se expresan a niveles muy bajos en los tejidos sanos. [73, 85]

Las estrategias que se desarrollan para sortear estos desafios principalmente son:

A) Potenciay persistencia

La eficacia de las células CAR-T se sustenta en una alta capacidad de proliferacion
y de persistencia en los pacientes. Los esfuerzos dirigidos a mejorar la persistencia de
las células CAR-T se han centrado en optimizar su disefio, planificando dominios
intracelulares que consigan una mayor persistencia de estas células. Los productos
actuales aprobados por la FDA contienen CD28 o 4-1BB como dominio coestimulador.
Estudios indican que las CAR con CD28 como coestimulador tienen una mayor actividad
antitumoral inicial, mientras que la sefalizacién a través dede 4-1BB mejora la
persistencia de las CAR-T cells y mitiga el agotamiento. Se ha observado que las CAR-T
cells con coestimulador 4-1BB muestran persistencia en la sangre de los pacientes
durante una mediana de 168 dias, en contraste, la mediana de duracidon de la
persistencia de CD19-CAR-T cells basadas en coestimulacion CD28 fue de
aproximadamente 30 dias, y rara vez se detectan despues de 3 meses. [89] Los
mecanismos responsables de estos hallazgos siguen sin entenderse, pero parece ser que
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una mayor potencia de la sefializacién aguas abajo de la coestimulacién CD28 frente a
4-1BB, al igual que cambios mitocondriales que ocurren en las células 4-1BB.CAR-T
pueden estar involucrados. Ademas, las 4-1BB.CAR-T tienen niveles mds altos de
proteinas antiapoptéticas (BCL-2 y BCL-XL) lo que favorece ain mas su perfil metabdlico
al mejorar la generacion de memoria celular. Por todo lo comentado, es posible que las
CD28.CAR-T cells sean mejores para la induccion de remisiéon o como "puente para el
trasplante", mientras que las 4-1BB.CAR-T pueden ser mas utiles como terapia
definitiva. [73, 85, 97, 98]

Otros dominios de sefializacidn, que incluyen CD27, OX40 y dominios ICOS,
también se estan investigando en ensayos preclinicos. La sefalizacion a través de ICOS,
un miembro de la familia CD28, ha mostrado tener un papel clave en la mejora de la
persistencia de las células T. Por lo tanto, las CAR-T cells de tercera generacién que
combinan dos dominios coestimuladores, generalmente uno de la familia CD28 (CD28 o
ICOS) y uno de la familia TNFR (4-1BB u OX40), ha mostrado activar diferentes sefiales,
combinando potencia con persistencia a largo plazo, y son candidatas prometedoras
para la futura evaluacién en clinica. [99]

Otros estudios preclinicos se han centrado en integrar la sefializacién de citocinas
(como la sefnalizaciéon de IL-7) en las células T CAR, lo que ha dado como resultado una
potencia y persistencia mejoradas de las CAR en modelos preclinicos. Esta integracion
de expresion de citocinas se lleva a cabo a través de las CAR-T cells de cuarta generacién
también llamadas TRUKs (T cells redirected for universal cytokine-mediated killing) o
CAR-T armados. Las TRUKs ofrecerian la oportunidad de aprovechar el efecto adyuvante
de las citocinas como si se tratase de farmacias vivas, con las ventajas de poder
dispensar el farmaco de forma local en el sitio del tumor y obtener la maxima actividad
in situ con una toxicidad sistémica minima. Se ha demostrado que la expresién de IL-12
en el microambiente tumoral mejora la actividad citolitica de las células T, mitiga la
inmunosupresiéon mediada T-regs y recluta y activa la respuesta inmune innata. De la
misma forma la expresion de otras citoquinas, como IL-15 o IL-18, se han propuesto
como estrategia ya que tanto IL-15 como IL-18 aumentan los efectos antitumorales de
las células T infundidas al prolongar la persistencia y expansién de las células T. [73, 82,
85, 97]

De la misma forma, estrategias para mejorar la persistencia de forma
independientemente al disefio de células T CAR estdn siendo probadas; por ejemplo,
administracion de células artificiales presentadoras de antigeno (AAPC) disefiadas para
activar las CAR-T cells ha demostrado aumentar la expansion y la durabilidad de estas.
Las AAPC cuentan con ventajas para optimizar y controlar con precision la sefializacion
requerida para la activacion y expansion de las CAR-T cells. Estas ventajas incluyen
sefales que regulan la adhesidn celular, la coestimulacidn, la secrecidn de citocinas y las
interacciones entre el TCR los complejos MHC-Ag. [98]
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El desplazamiento de las CAR-T cells hacia un fenotipo menos diferenciado de
memoria, similar a las células madre, es otro método para mejorar las respuestas
terapéuticas y la persistencia celular. Un estudio realizado en la Universidad de
Pensilvania que evalu6 los biomarcadores predictivos de la respuesta clinica al
tratamiento con CD19-CAR-T cells en pacientes con CLL, encontrd que los pacientes que
respondian habian sido tratados con férmulas de preinfusion que contaban con células
T menos diferenciadas. En linea con esto, los estudios preclinicos en modelos animales
han demostrado que la transferencia adoptiva de subconjuntos de células T menos
diferenciadas, incluidas las células T naive y células madre memoria, da como resultado
una mayor expansién in vivo, persistencia y respuesta antitumoral superior en
comparacion con los subconjuntos de células T mas diferenciadas. Esto probablemente
se fundamente en que las células T menos diferenciadas persisten mas tiempo y son una
fuente continua de células citotoxicas efectoras. Por lo tanto, los procedimientos que
inducen la transformacién de las células CAR T cells en células T de memoria central y
células T de memoria similar a las células madre podrian ser una alternativa para
conseguir respuesta duradera y persistencia de las CAR-T cells. [73,98]

Por otro lado, a pesar de poder conseguir un disefio de producto de CAR-T cells
Optimo, la disfuncion de las células T una vez producida la respuesta clinica inicial ha
mostrado ser uno de los principales problemas causantes de las recaidas de los
pacientes. La disfuncién de los linfocitos T puede estar favorecida por factores
intrinsecos, conocidos como agotamiento de las células T, asi como por la
inmunosupresion extrinseca mediada por el TME.

Comoya se ha revisado en este trabajo, el agotamiento de los linfocitos T, incluida
la senescencia, surge en el transcurso de las infecciones crénicas y en el cancer, y se
debe en parte a la persistencia crdnica del antigeno. Las células T disfuncionales se
caracterizan por proliferacion alterada y por expresién en diferentes grados de varios
receptores inhibitorios, incluidos PD-1, TIM-3, LAG-3 entre otros. Por otro lado, las
células tumorales pueden aumentar la expresion de ligandos coinhibitorios, como PD-
L1, tras la liberacion de citocinas Thl mediada por activacion de células T. Por
consecuencia, una posible estrategia para superar la disfuncion de las CAR-T cells es
protegerlas de las seiiales inhibitorias. [73, 85, 98]

Las estrategias que combinan las CAR-T cells con la terapia con ICls, estdn
emergiendo como una probable solucidn a este problema. La mayoria de ellas centradas
en la interaccion PD-1/PD-L1. Estudios que evaltdan el papel de estos ICls ya estan
ofreciendo resultados positivos. [100,101] De la misma forma, también se estan
desarrollando una gran cantidad de estrategias para disefar CAR-T cells que sean
resistentes a los factores supresores dentro del TME. Una de estas estrategias cuenta
con la co-expresion de receptores dominantemente negativos de TGF-B con un CAR
dentro de los linfocitos T. Asi mismo la combinacién de las terapias CAR con la utilizacion
de anticuerpos monoclonales que supriman estas citocinas y células inmunosupresoras
puede revertir el microambiente inmunosupresor en cierta medida. [73, 85, 98]
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B) Heterogeneidady pérdida de antigeno.

La heterogeneidad es un sello distintivo del cancer, y las terapias dirigidas a una
sola molécula raramente consiguen erradicar completamente el tumor. Por lo tanto,
como era de esperar, la pérdida de CD19 se ha convertido en la principal causa de
recaida después del tratamiento con CD19-CAR-T cells. Tanto en pacientes con LLA como
en pacientes con glioblastoma tratados con CAR-T cells, la pérdida de expresion del
antigeno se ha observado como un mecanismo de escape tumoral frecuente. [73,85]

En el ensayo de tisagenlecleucel para el tratamiento de la LLA [89], el 94% de las
recaidas analizadas se atribuyeron a la aparicion de células B malignas que carecian de
CD19. No estd claro si estas células estaban presentes desde el inicio, si se ha producido
un crecimiento de las mismas durante el proceso de tratamiento debido a la presion de
la terapia anti-CD19 CAR-T, o si desarrollan mutaciones de novo para escapar de esta
presion selectiva. Mecanismos establecidos que conducen a la pérdida de la expresion
de CD19 incluyen: 1) splicing alternativo, que genera isoformas CD19 que no pueden ser
reconocidas y/o expresion reducida de éstas en la superficie celular; 1) interrupcion en
el transporte de CD19 a la superficie celular. Nuevos estudios sugieren que la pérdida
de la expresién del antigeno podria contribuir al fracaso del tratamiento no solo en
tratamientos con target CD19 sino también en tratamientos con CD22-CAR-T. Ademas,
se ha observado que la pérdida completa de la expresién del antigeno podria no ser
necesaria para el desarrollo de resistencia, ya que una simple disminucion de la
expresion de antigeno puede ser suficiente. [93] [73,85, 98]

La tendencia actual es atacar mas de un antigeno en las células leucémicas para
tratar de reducir el escape tumoral. Los posibles targets expresados en los blastos de la
LAA son CD22, CD20y CD123. En consecuencia, varios grupos han desarrollado distintos
tipos de células CAR-T para que sean bi-especificas e incluso tri-especificas: a) tdndem-
CAR, estas CAR-T se consiguen utilizando un receptor que incorpora dos scFv unidos en
una sola molécula (tdndem-CAR); b) dual-CAR-T, en las que dos CAR monoespecificos se
expresan en el mismo linfocito; c) Pool-CAR, utilizando una mezcla de vectores
diferentes durante el proceso de transduccidn, para conseguir la expresion de
receptores CAR, resulta en un producto mixto de células CAR. [73,85]

Las CD19/CD22-CAR-T y CD19/CD20-CAR-T biespecificas han entrado
recientemente en ensayos clinicos, y hay trabajos preliminares que presagian actividad
clinica asociados con un perfil de seguridad favorable. [102,103]

Ma3s recientemente, se han desarrollado los CAR intercambiables, UniCAR. Son
CAR muy versatiles que podrian atacar multiples antigenos asociados a tumores sin
necesidad de reedicidn y nueva produccion de células T. Se han desarrollado mediante
disefio de un CAR que contiene una serie de dominios scFv solubles, modulares y
etiquetados, asociados a un interruptor que actia como un puente de unién entre la
célula objetivo y el CAR, permitiendo que los objetivos se cambien sin volver a disefiar
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las células T. De esta forma se evita el costoso proceso de fabricacion de las CAR-T cells
y al mismo tiempo, se amplia la seleccidn de antigenos tumorales como targets. [73, 97]

C) Toxicidad.

Hasta ahora, la mayoria de los esfuerzos en la ingenieria de CAR-T cells se han
centrado en redirigir su orientacién a antigenos tumorales especificos y mejorar la
potencia de su respuesta y proliferacion. Sin embargo, en casi todos los ensayos clinicos,
ha habido efectos adversos graves, algunos tolerables y otros letales, indicativos del
increible poder de los linfocitos T activados. Ademas, a medida que se disefian CAR-T
cells con mejores perfiles de proliferacidon y actividad, se aumentara el potencial de
efectos secundarios adversos.

En el contexto de la terapia con células CD19-CAR-T, el llamado sindrome de
liberaciéon de citoquinas (CRS cytokine-release syndome, por sus siglas en inglés) se
observa en la mayoria de los pacientes con LLA y linfoma no Hodkin. [89-92] Este
sindrome se caracteriza por la produccidon excesiva de moléculas inflamatorias
provocado por las CAR-T cells. Los pacientes que experimenan este CRS presentan altos
niveles de citocinas (IL-6, TNF-a) y otros marcadores inflamatorios (ferritina, proteina C
reactiva), junto a sintomas fisicos como fiebre, hipotensidn, mialgias y otros sintomas
sistémicos. El uso inmediato de Tocilizumab (AcM anti-IL-6) en el CRS puede controlar el
cuadro clinico en la mayoria de los pacientes. De hecho, el Tocilizumab esta aprobado
por la FDA para el tratamiento del CRS grave o potencialmente mortal inducido por CAR-
T cells en pacientes de mayores de 2 afios. Vale la pena sefialar que en el proceso
fisiopatoldgico del CRS, no solo las CAR-T cells participan en la sintesis y liberacion
masiva de citocinas, sino también los monocitos, los macréfagos y las células
dendriticas. [73, 82, 98]

En algunos pacientes tratados con CD19-CAR-T cells, el CRS se sigue a los pocos
dias de neurotoxicidad, que actualmente tiene una etiologia desconocida. La incidencia
de esta complicacion es del 40%, [104] y cabe sefalar que puede aparecer de forma
aislada sin acompafiarse de CRS. Los sintomas incluyen disminucion de la conciencia,
confusidén, convulsiones e incluso edema cerebral. El Tocilizumab no mejora ni evita la
neurotoxicidad. [82]

Aunque el tratamiento del CRS se basa en la administracion de Tocilizumab, varias
estrategias de disefio de nuevas CAR-T cells, con los ultimos avances en ingenieria
genética, se estan valorando. Datos recientes de estudios preclinicos y clinicos indican
que la disminucion de la intensidad de sefializacion en las CAR-T cells podria tener como
resultado una disminucion de la toxicidad. Estas estrategias tienen como objetivo la
limitacion selectiva de la actividad de las células CAR-T mediante sistemas de control,
basados en la introduccidon de genes que funcionen como interruptores y/o pro-
apoptéticos. Los interruptures suicidas incluyen proteinas, como la caspasa-9 inducible,
gue desencadena la apoptosis. Dentro de los interruptores de eliminacidon tenemos
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antigenos de superficie, como CD20 o epitopos extracelulares derivados de EGFR, que
pueden mediar el agotamiento in vivo mediante la union de anticuerpos monoclonales.
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Figura 9. Células CAR-T de proxima generacion. Nuevos CAR para mitigar la toxicidad
y/o el escape tumoral. (a) CAR de 22 generacion: con un dominio extracelular, un
dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular acoplado a un
dominio co-estimulador. (b) CAR combinatorios: dos receptores separados que se
dirigen a dos Ags tumorales distintos. Uno lleva el dominio intracelular CD3(, y el otro
el dominio coestimulador. La activacién completa solo se logra si se reconocen ambos
antigenos tumorales. (c) CAR inhibidores (iCAR): contienen el dominio intracelular de
moléculas inhibidoras. El reconocimiento de Ags en las células normales por los iCAR
desactiva las células T. (d) Receptores Notch sintéticos: implican un circuito de
combinacidn de dos receptores. La activacion del receptor Notch induce la expresion de
un 292 receptor (CAR o TCR) que media la muerte celular. La activacién eficiente de las
células T solo ocurre cuando se reconocen ambos Ags. (e) Los tdndem-CAR contienen 2
scFv distintos en una sola célula CAR. Estos receptores pueden ser activados por dos Ags
afines diferentes. (f) Los CAR duales consisten en dos CAR de segunda generacién
separados que se dirigen a dos Ags tumorales diferentes. (g) Las CAR-T Universales
incluyen células T disefladas para expresar el CAR universal, un anticuerpo que
reconocera el Ag tumoral, y un interruptor que actia como un puente entre la célula
targety el CAR, permitiendo que los objetivos se cambien sin necesidad de reingenieria
de las células T. [72]

Otra forma de controlar la activacién de las CAR-T cells es la utilizacién de
interruptores de encendido. En este caso se puede construir una CAR-T cell cuya
activacion sea inducible por otro farmaco. Este disefio consta de una CAR-T en el que el
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scFV de reconocimiento y los dominios de sefalizacion (CD3( y motivos
coestimuladores) estdn en polipéptidos separados, cada uno de los cuales contiene un
dominio de heterodimerizacion inducible por el farmaco que queramos asociar. EIl CAR
estd inactivo hasta que se agrega el farmaco heterodimerizante, de esta forma se
ensambla un receptor completamente funcional. La actividad de estas CAR-T con
interruptor de encendido puede activarse o invertirse rdpidamente, lo que permite, en
principio, un alto nivel de control remoto por parte del médico. [97]

Otro aspecto importante de la toxicidad es la ya comentada on-targer off-tumor
toxicity. Las estrategias para evitar esta toxicidad fuera de tumor se basan en la
utilizacién de CAR-T cells de segunda generacidon con configuracidon coestimuladora
dividida 0 i-CAR (CAR inhibitorias). Estas células combinan construcciones de receptores
CAR de activacion convencionales, con receptores iCAR inhibitorios que contienen
dominios inhibitorios derivados de CTLA-4 o PD-1. Cuando una CAR-T cell que expresa
tanto el CAR normal como el iCAR se encuentre una célula tumoral que expresa solo el
antigeno CAR, la CAR-T cell matara al objetivo. Pero cuando se encuentre los antigenos
CAR e iCAR en la misma sinapsis inmunoldgica, la sefalizacién reguladora negativa del
iCAR anulara o amortiguara la sefalizacion CAR, lo que disminuye la activacion de las
células T. Esto podria agregar mayor especificidad y precision y garantizar que el efecto
de las CAR-T cells alcanza la activacidon completa solo contra objetivos que expresan una
matriz definida de antigenos asociados a tumores. [73, 97]

Como avance de ultima generacién tenemos el desarrollo de un circuito de dos
receptores en el que la activacion de un receptor induce la expresiéon de un segundo
receptor (un CAR o TCR) que media la muerte celular. Solo cuando ambos antigenos
estan presentes, el priming y la activacion de las células T ocurren de manera eficaz. Esta
estrategia se lleva a cabo gracias al receptor Notch sintético (synNotch). Estos synNotch,
recientemente desarrollados, proporcionan una forma potencial de esculpir de manera
flexible el receptor, induciendo respuestas de células inmunes personalizadas. Los
receptores SynNotch contienen el dominio regulador central del receptor Notch nativo,
pero cuentan con dominios de reconocimiento extracelular y transcripcionales
intracelulares sintéticos. Cuando el receptor synNotch se une a su ligando en una célula
tumoral, se induce una escisidén intramembrana que libera un dominio transcripcional
intracelular que ingresa en el nucleo y activa la expresion de genes diana para
eventualmente producir la sintesis y la expresion del segundo receptor en la membrana
del linfocito T. Los circuitos synNotch pueden usarse para generar programas de
respuesta celular sintética en los que un Unico evento de reconocimiento de antigeno
puede impulsar un programa de expresidn génica personalizado. Las células T disefiadas
con receptores synNotch tienen comportamientos personalizados altamente
controlados. Pueden provocar que las células T produzcan perfiles de citocinas
personalizados a la carta, se sometan a programas de diferenciacién definidos y generen
cargas naturales y sintéticas de diferentes sustancias para los diferentes requerimientos
de cada subtipo tumoral (como proteinas citotdxicas, anticuerpos, y otros activadores o
supresores de la respuesta inmune), todo ello sin pasar por el requisito de activacion
canodnica de células T. Una ventaja que nos ofrecen estas estrategias, por ejemplo, es
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gue la produccién localizada de factores secretados podria evitar las toxicidades
observadas con la produccion sistémica o constitutiva de factores potentes como IL-12.
Estas estrategias, aunque prometedoras, aln no se han probado en la clinica. [73,97,
105]

6. Conclusiones.

Como se ha revisado a lo largo de este trabajo, la inmunoterapia se ha convertido
en un pilar fundamental en el tratamiento del cancer, mejorando el prondstico de
muchos pacientes en una amplia variedad de neoplasias hematoldgicas y tumores
solidos.

Los dos principales impulsores de este éxito son los inhibidores del punto de
control inmunoldgico (ICls) y las terapias adoptivas con células T, concretamente las
células modificadas genéticamente para expresar receptores quiméricos (CAR-T cells).

Los tumores malignos aprovechan las vias inhibidoras PD-1/PD-L1 y CTLA-4 para
evadir el sistema inmunitario. La interrupcion de este eje mediante el uso de farmacos
como los ICls puede inducir remisiones duraderas en diferentes tipos de cancer. La
aprobacion por parte de la FDA de 6 ICls en los ultimos 7 afios, ha marcado el panorama
actual de la inmunoterapia y ha dado lugar a que nos encontremos ante una de las
épocas mas fructiferas en la historia del tratamiento del cancer. El éxito de estos
tratamientos ha conseguido restaltar el importante papel del sistema inmunitario en el
control del cancer.

Si bien es verdad que la inmunoterapia ha mostrado respuestas prometedoras en
muchos pacientes, la resistencia adquirida se presenta como un verdadero desafio. Los
posibles mecanismos de recaida incluyen: regulacidon negativa de la presentacion del
antigeno tumoral, por lo que las células T ya no reconocen las células tumorales, la
pérdida de la funcidn de las células T del huésped y el posible desarrollo de variantes de
mutacion de escape en las células tumorales objetivo.

También vale la pena sefalar que la terapia con ICls en la clinica hasta ahora se ha
restringido a las terapias anti-CTLA-4, anti-PD-1y anti-PD-L1. En esta linea, en los ultimos
afios ya se han identificado otras vias de puntos de control inmunitario y podrian
representar objetivos adicionales ya sea en monoterapia o regimenes combinatorios.

Con estos objetivos adicionales en mente, a medida que aumenta el “almacén” de
ICls disponibles, el desafio en el futuro no consistird en determinar qué poblaciones de
pacientes se beneficiardn de la terapia con ICls, sino en determinar qué farmaco (o
combinacion de farmacos) es el mas adecuado para liberar la respuesta optima por
parte de las células T anti-tumorales en cada paciente en particular.

Es tentador pensar que el futuro de la terapia con ICls para el tratamiento del
cancer sera aun mas prometedor que su presente, ya histérico.
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Por otro lado, la terapia celular adoptiva con células T (ACT), representa un
enfoque inmunoterapéutico personalizado que se ha desarrollado rdpidamente en los
ultimos afios. Ya se han visto grandes éxitos con el uso del tratamiento con TILs en el
melanoma y la terapia con CAR-T cells en las neoplasias hematolégicas. La terapia CAR
muestra el camino para que se produzca un cambio en el paradigma del tratamiento de
tumores refractarios o recurrentes. Las CAR-T cells son farmacos "vivos" especificos para
cada paciente. Sin embargo, el reto actual es garantizar una mayor optimizacién de esta
prometedora modalidad de tratamiento para mejorar el efecto antitumoral y reducir la
toxicidad asociada.

La experiencia clinica mas reciente ha revelado los principales desafios que deben
encararse para hacer de las terapias con células inmunes modificadas genéticamente
una forma fiable, segura y eficaz para tratar el cancer, especialmente en el ambito de
los tumores sélidos. El tratamiento del cancer es un problema multifactorial complejo,
en el que se deben abordar simultaneamente varios problemas.

Afortunadamente, el auge de la inmunoterapia coincide con los avances en
campos de la biologia y la ingenieria gendmica y, por lo tanto, ya se estan desarrollando
herramientas estratégicas para abordar estas necesidades. Es previsible que la
produccidon automatica de células T mediante ingenieria genética sea una tendencia
importante en el futuro.

La comprension del funcionamiento del sistema inmune es cada vez mayor y es
muy probable que las bases de las terapias con células T modificadas se extiendan a
otros tipos de células, como las células madre pluripotentes, las células madre
hematopoyéticas y células NK. Las indicaciones también trascenderan el cancer y se
espera que incluyan enfermedades infecciosas, trasplantes de érganos y enfermedades
autoinmunes.
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