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1. GLOSARIO

* ADN: &cido desoxirribonucleico

* AICD: muerte celular inducida por activaciéon

* APC: célula presentadora de antigeno

» CAR: Receptor de antigeno quimérico

+ CARTS: linfocitos T modificados con receptores de antigeno quiméricos

* CD: células dendriticas

+ CLASIFICACION TNM: datos sobre la carga tumoral (T), la presencia de
células cancerosas en los ganglios linfaticos regionales y de drenaje (N)
y la evidencia de metéastasis (M).

+ COX: ciclooxigenasa

* ENT: enfermedades no transmisibles

* FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos

*+ GM-CS : factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos

* GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos

+ IDH: indice de Desarrollo Humano.

* IFN-y: interferon gamma

* IFN: interferones

* |IFN-1: interferones de tipo |

* LLA: leucemia linfoblastica aguda

* LTR: promotores retrovirales en las repeticiones terminales largas

+ MDSC: las células supresoras derivadas de mieloides

* MHC ly Il: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

* M-MDSC supresoras derivadas de polimorfonucleares monocitos y
macréfagos

* NK: células del Sistema inmune innato, asesinas naturales

+ PBMC: células mononucleares de sangre periférica

» Pdc: células dendriticas plasmocitoides

+ PG: prostaglandinas

* PMN-MDSC: células supresoras derivadas de polimorfonucleares
mieloides

* ScFv: cadena simple de fragmento variable

+ SLC el sindrome de liberacién de citoquinas

» STAT-3: factor activador de la transcripcion 3

* TAPA-1: proteina de membrana de tetraspanina CD81

* Treg: célula T reguladoras

* VSV-G: pseudotipificacion con proteina g del virus de la estomatitis
vesicular

» Gy: gray es una unidad derivada de la dosis de radiacion ionizante

* ALL: leucemia linfocitica aguda

e DLBCL: linfoma difuso de células B grandes

e GALV: leucemia del mono gibon

e Mab: anticuerpos monoclonales

e PBL linfocitos de sangre periférica

e VCP: vector de alto titulo

e LTR: repeticiones terminales largas retrovirales
e SIN: Vectores lentivirales auto inactivados



2. RESUMEN

Nuestro sistema inmunolégico esta especializado para detectar alteraciones en
procesos biologicos a nivel celular y regular las respuestas necesarias para que
los tejidos vuelvan a un estado de homeostasis. Por lo tanto, las células inmunes
tienen el potencial de funcionar como estrategias terapéuticas al utilizar sus
funciones y capacidades fisiolégicas como un sistema especializado para

interactuar y proteger al cuerpo de cualquier riesgo de enfermedad.

Durante los ultimos afios, el cancer se ha convertido en la segunda causa de
muerte a nivel mundial, por este motivo las investigaciones en medicina
personalizada han abierto una gama de diferentes tipos de terapias dirigidas e
inmunoterapias con virtudes muy particulares, ofreciendo una nueva alternativa
de tratamiento para tipos de cancer con resistencia a medicamentos y

aparentemente incurables.

Aprovechar el sistema inmunitario para reconocer y destruir células tumorales ha
sido el objetivo central de la inmunoterapia contra el cancer, las nuevas
inmunoterapias han mostrado una seguridad y respuesta comprobable en ciertos
tipos de cancer, y una de las mas prometedoras, es la transferencia de células
adaptadas con receptores quiméricos de antigenos (CAR), de los que
actualmente existen 4 generaciones, desarrollados con éxito a partir de vectores
virales recombinantes, estos receptores quimeéricos estan dirigidos a receptores
sobre expresados en las células tumorales, y las evidencias demuestran que los
pacientes tratados con esta terapia tienen regresiones completas de neoplasias
avanzadas en fases agudas, la remisibn puede durar desde 2-5 afios
dependiente de la persistencia de células T en suero, y un manejo adecuado de

los efectos adversos que puede causar este tratamiento.

En este trabajo se realiz6 una revision de bibliografia de manera sistematica, que
incluyé articulos de investigacion originales, revisidbn y ensayos clinicos de
terapias con linfocitos T modificados con receptores de antigeno quimeéricos
(CAR-T por sus siglas en inglés), como una de las terapias con resultados
comprobables en varios tipos de cancer hematolégico, y sintetizamos algunos
de estos avances recientes sobre las terapias CAR-T aprobadas por la
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Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)
desarrolladas a partir de vectores virales recombinantes y aplicadas en ensayos
clinicos, para observar como la transferencia de genes virales permite la
integracion y la expresiéon génica del antigeno quimérico y su efecto terapéutico
duradero. Observamos los multiples desafios que enfrentan las células CAR-T
en el tratamiento de neoplasias hematolégicas por la heterogeneidad de la
expresion de antigenos que combinada con dosis altas de células modificadas
lleva a efectos tdxicos, como el sindrome de liberacidon de citocinas y el riesgo
de mutagénesis de insercion causada por la integracion del ADN del vector en
las células huésped cerca de un oncogén potencial con todos los vectores de
integracion, a pesar de observarse tasas de remision y perfiles de toxicidad

similares en estos ensayos.

En este trabajo se realiza una revision de una de las terapias que se encuentra
en estudios de fase clinica que ha reportado resultados prometedores en cancer
hematolégico y como la evolucién de esta tecnologia ha producido una sélida

estrategia inmunoterapéutica antitumoral personalizada exitosa.

3. INTRODUCCION

El sistema inmunolégico esta especializado para regular y coordinar alteraciones
o cambios significativos a nivel sistémico, asi como las respuestas necesarias
para gque los tejidos vuelvan al estado de homeostasis. Por lo tanto, las células
inmunes tienen el potencial de funcionar como estrategias terapéuticas al utilizar
sus funciones y capacidades fisiolégicas como un sistema Unico para interactuar
y defender al cuerpo de cualquier riesgo de enfermedad. Con los rapidos
avances tecnoldgicos, ahora se han logrado disefiar y modificar células inmunes
con nuevos receptores de respuesta terapéutica controlable para identificar y
tratar enfermedades como el cancer, que logran burlar la proteccion

inmunoldgica natural normalmente (Kolee, 2017).

El concepto de que el sistema inmunoldgico puede reconocer y controlar el
crecimiento tumoral se remonta a 1893, cuando William Coley us6 bacterias
vivas como estimulante inmunoldgico para tratar el cancer, pero el entusiasmo
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por la inmunoterapia contra el cancer ha sido moderado debido a la limitada
eficacia clinica. Esta eficacia limitada se debe a la capacidad de las células
tumorales para evitar el reconocimiento y la eliminacion por parte del sistema
inmunoldégico, lo que les permite establecerse en el huésped. En las dltimas
décadas, se ha logrado un gran progreso en la comprension de la evasion
inmunoldgica de las células tumorales en contra del sistema inmunologico, lo
gue a su vez ofrece nuevas formas de detener estos mecanismos y evitar la

diseminacién de cualquier tipo de cancer (Yang, 2015).

Nuevos enfoques terapéuticos, han revolucionado los tratamientos oncolégicos
y trascienden los modelos reduccionistas clasicos de estudiar tipos de células
individuales o genes de forma aislada para proporcionar una vision global del
complejo ecosistema celular subyacente y el paisaje transcripcional que controla
la latencia. En esta perspectiva, sintetizamos algunos de estos avances recientes
para describir los sellos distintivos de la latencia de las células cancerosas y
como el ciclo de vida de las células cancerosas latentes ofrece oportunidades
para atacar no solo el cancer sino también su entorno para lograr una cura
duradera para canceres aparentemente incurables. En esta perspectiva,
sintetizamos algunos de estos avances recientes para describir la funcionalidad
de las terapias CAR-T sobre células cancerosas, y como el ciclo de vida de éstas
células latentes ofrece oportunidades para atacar no solo el cancer sino también
su entorno para lograr una cura duradera para cénceres aparentemente
incurable (Phan & Croucher, 2020).

La idea de que el sistema inmunoldgico podria limitar el desarrollo de tumores
(inmunovigilancia), surgié bajo el fundamento de que el sistema inmunolégico
puede discriminar entre lo propio y lo ajeno, pero se ha demostrado que hace
mas que eso, el sistema inmunoldgico no soélo se puede controlar el desarrollo,
sino que también puede moldear la inmunogenicidad de las células tumorales, la
inmunoedicion del cancer surgié como un concepto mas que integra los roles
complejos de inmunidad en el cancer. El sistema inmunologico proporciona
vigilancia contra el cancer, generando respuestas inmunes adaptativas contra

antigenos tumorales (Baumeister et. al 2016).



En todas las terapias inmunologicas personalizadas, la genética y la biologia
molecular permiten el aprovechamiento del potencial de células propias, para
redirigirlos hacia antigenos especificos, es asi que nacen las terapias de células
adaptadas, dentro de las cuales, destaca la modificacién de linfocitos T con
receptores de antigenos quiméricos, adaptados y modificados a partir de
ingenieria genética para generar una respuesta inmunologica especifica contra
proteinas (generalmente receptores), sobre expresadas en la membrana de las
células tumorales, lo que representa una enorme oportunidad de desarrollo de

nuevos blancos terapéuticos a partir del mismo modelo bioldgico.

3.1 DEerINICION DE CANCER

El concepto de cancer o neoplasia abarca un conjunto de enfermedades con
acumulacion de un numero variable de alteraciones genéticas, y la pérdida de
procesos reguladores celulares normales de diferente etiologia. La historia
natural, prondstico y tratamiento especificos que tienen en comun un crecimiento
celular del organismo indiscriminado, autbnomo, y con capacidad de metastasis

es practicamente especifico para cada tumor (Tian et al. 2010).

El cancer esta mediado por numerosas vias moleculares y celulares. El esquema
general de eventos que causan cancer es en el que, las células primero
adquieren mutaciones impulsoras en genes criticos que conducen a una
expresion alterada de proteinas con diferentes actividades, que favorecen el
crecimiento e impulsan colectivamente la transformacion de una célula normal a
una cancerosa. Debido a la sefializacion crénica para aumentar la proliferacion
y / o disminuir la apoptosis, estas células se expanden clonalmente en tumores
(Patterson et al 2018). Segun el Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos,
el término cancer es utilizado como un término para las enfermedades en las que
las células anormales se dividen sin control y pueden invadir tejidos cercanos o
distantes a través de los sistemas sanguineo y linfatico (NCI 2020). Segun la
OMS el cancer es "un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de
células. Puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor
suele invadir el tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos
distantes del organismo” (OMS 2019).



CANCER SEGUN EL

ORIGEN CELULAR CANCER SEGUN EL TIPO
Sarcoma/ Carcinoma/ DE TUMOR

Mixto Pt
Tumor liquido/ Tumor

Sélido

Figura 1 Clasificacién de céncer en dos grupos por su origen histolégico carcinoma,
sarcoma o mixtos y de acuerdo al tipo de tumor que generalaalteracién celular, se pueden
clasificar en tumores sélidos y liquidos. (Dias et al 2018)

La clasificacibn del céancer se puede realizar de diferentes maneras,
dependiendo del tejido de origen, puede ser un carcinoma al tener origen en un
tejido epitelial o sarcoma si proviene de tejido conectivo, segun la estirpe celular,
por ejemplo, de origen linfoide o mieloide segun sea el origen, y la clasificacion
segun el estadio proporciona informaciéon de pronéstico, limitada ya que no
predice la respuesta a la terapia, segun sus receptores y reactividad o respuesta

ante las terapias existentes.

La literatura reciente ha aludido a la importancia del sistema inmunolégico del
huésped para controlar la progresion del tumor y la estadificacion tradicional del
tumor (clasificacion TNM) resume los datos sobre la carga tumoral (T), la
presencia de células cancerosas en los ganglios linfaticos regionales y de
drenaje (N) y la evidencia de metastasis (M). Sin embargo, ahora se reconoce
gue el resultado clinico puede variar significativamente entre pacientes dentro de
la misma etapa. Asi, la evidencia apoya la nocion de incluir biomarcadores
inmunoldgicos, implementados como una herramienta para la prediccion del

prondstico y la respuesta a la terapia (Galon, 2012).

3.2 CONTEXTO HISTORICO Y SOCIAL

Recientemente se hizo un descubrimiento sobre el cancer mas antiguo, un
osteosarcoma de un metatarsiano, en un hominido en el Sur de Africa, que se
remonta a 1,7 millones de afios que plantea origen prehistorico del cancer y sus
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determinantes genéticos. (Chene et al 2016). Asi es como determinamos que
nuestra comprension del proceso de la evolucidn del tumor se deriva en gran
medida de los datos recopilados en un solo punto de tiempo: el punto de tiempo
al final del proceso cuando el tumor es examinado como muestra para analizarlo

como muestra de patologia (Graham, 2017).

El campo de la carcinogénesis ha evolucionado rapidamente, en particular desde
la revolucion de la biologia molecular en la década de 1970 (Galon,2012) y al
pasar de los afios, el cancer constituye una enorme carga para la sociedad tanto
en los paises econdmicamente desarrollados como en los menos desarrollados.
La incidencia del cancer esta aumentando debido al crecimiento vy
envejecimiento de la poblacion, asi como a una prevalencia cada vez mayor de
factores de riesgo establecidos como el tabaquismo, el sobrepeso, la inactividad
fisica y los patrones reproductivos cambiantes, asociados con la urbanizacion y
el desarrollo econdémico. Segun las estimaciones de GLOBOCAN, han
aumentado a 19,3 millones de nuevos casos y 10 millones de muertes por cancer
en 2020. A lo largo de los afios, la carga se ha trasladado a los paises menos
desarrollados, que actualmente representan alrededor del 57% de los casos, y

el 65% de las muertes por cancer en todo el mundo (Torre et al 2012).

El indice de Desarrollo Humano (IDH) es un clasificador util para la globalizacion
del cancer, porque toma en cuenta la educacion y la esperanza de vida, asi como
el ingreso nacional, y los paises se clasifican en uno de los cuatro niveles de
desarrollo: bajo, medio, alto y muy alto. Aunque las enfermedades transmisibles
y los trastornos relacionados con la nutricion siguen siendo las causas mas
comunes de muerte en los paises con IDH bajo, se prevé que sean superadas
por las ENT, incluido el cancer, para 2030. El aumento proyectado de la carga
mundial de cancer: de 12,7 millones de casos nuevos en 2008 a 22,2 millones
en 2030 indica el crecimiento de la poblacién y la evolucion de la distribucion por
edades, junto con otros cambios importantes en la incidencia subyacente,
asociados a la prevalencia y distribucion de los factores de riesgo (Pilleron et. al
2018).
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3.3 INMUNOLOGIA DEL CANCER

La transformacion de una célula normal en una cancerosa probablemente no sea
un evento tan critico en la génesis del cancer; mas bien es la incapacidad de las
células inmunitarias del cuerpo para identificar y destruir las células cancerosas
recién formadas cuando son pocas. El riesgo de cancer se multiplica en aquellas
personas cuyo sistema inmunoldgico esta inhibido debido a cualquier factor,
incluido: el estrés cronico, predisposicion genética, radiacion, enfermedades
metabdlicas, el uso prolongado de farmacos, exposicién a virus oncogénicos,
tabaco u hormonas (Raval et. al 2014). Los sistemas inmunitarios innatos y
adaptativo funcionan para proteger al huésped de patdgenos extrafios y, en
general, son tolerantes con los tejidos del huésped, diferenciando
adecuadamente entre antigenos "propios" y "no propios". En el contexto de un
tumor en evolucién, es probable que el sistema inmunoldgico esté expuesto a
numerosos antigenos, nunca antes vistos, que surgen de anomalias genéticas.
Curiosamente, se cree que el sistema inmunolégico es capaz de percibir y
eliminar algunos tumores al principio de su desarrollo. Sin embargo, la teoria de
la inmunoedicion, que implica el proceso de inmunovigilancia, sugiere que ciertos
tumores escapan de un estado de equilibrio previamente controlado por el

sistema inmunoldgico y se vuelven clinicamente significativos (Roy, 2016).

Muchos cénceres humanos y modelos de cancer en ratén provocan una gran
alteracion de la hematopoyesis, esta alteracién se manifiesta de manera mas
prominente en una expansién de neutrofilos y monocitos inmaduros en la
periferia de los hospedadores cargados de tumores y contribuyen a la

inmunosupresion local (Patterson, 2018).

En resumen, la gran mayoria de la investigacion que destaca las perturbaciones
inmunitarias periféricas en el contexto del cancer se ha centrado en este
aumento de las poblaciones mieloides inmaduras e inmunosupresoras; sin
embargo, esta expansion también suele coexistir con alteraciones de muchos
otros linajes inmunes periféricos, las células madre y progenitoras
hematopoyéticas se movilizan hacia la proliferacion y diferenciacion hacia los
linajes monociticos y granulociticos, lo que da como resultado la expansion

periférica y la acumulacion intratumoral de neutrofilos inmunosupresores
11



inmaduros, a menudo denominados células supresoras derivadas de
polimorfonucleares mieloides (PMN-MDSC) y monocitos (M-MDSC) vy
macrofagos (Lin et. al 2019) Para delinear la base subyacente de la evasion
inmune del cancer y disefiar inmunoterapias efectivas, es esencial comprender
como interactta el cancer con el sistema inmunologico. La evidencia acumulada
durante la Ultima década a partir de modelos de raton y pacientes humanos con
cancer ha demostrado la importancia del sistema inmunolégico para reconocer

y eliminar las células malignas transformadas (Yang, 2015).

Microorganismo

/
@ Inmunidad Innata Inmunidad Adaptativa

¥

Linfocitos B
~ Barreras
| Epiteliales

Anticuerpos

3 N ) > “\aﬁ@

Células T efectoras

Complemento Cel NK

| HORAS 1/ DiAS

0 6 12 1 4 7 )
Tiempo después de = — — 3>
infeccion

Revista Médica Clinica Las Condes. 2012;23:446-57

Figura 2. Imagen modificada, mecanismo de accién de las dos tipos de inmunidad contra
patégenos (Toche 2012).

3.3.1 INMUNIDAD INNATA

El sistema inmunologico innato actia como una primera linea de defensa contra
agentes extrafios, responde durante un periodo corto de tiempo en minutos u
horas, tiene una variedad de mecanismos efectores y es filogenéticamente mas
antiguo que la respuesta inmune adaptativa. Hay una multitud de diversos
componentes de la inmunidad innata que incluyen barreras fisicas (epitelio de la
piel y membranas mucosas), células efectoras (macrofagos, células NK, células

linfoides innatas, células dendriticas, mastocitos, neutréfilos y eosindfilos, entre
12



otros), mecanismos reconocimiento de patron PRR por sus siglas en inglés,
dentro de los que se encuentran receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo NOD,
RLR, superfamilia de lectinas, tipo Scavenger, pentraxinas, péptidos formilados,
sensores de material genético citosélico, y mecanismos humorales como

proteinas del complemento o citocinas (Karim, 2021).

Existen diferentes mecanismos inmunolégicos no especificos descritos contra
células tumorales, sin embargo las principales respuestas estan mediadas por
células fagociticas, células asesinas naturales (NK), sistema de complemento
(citocinas involucrada en reacciones inmunes), interferones (IFN) y otras
citocinas; la funcion principal de las APC (es decir células presentadoras de
antigenos como: células dendriticas, macréfagos) es capturar al antigeno y
presentarlo a los linfocitos T y eliminar a la célula tumoral (Xiaodong, 2013), a
continuacion describimos algunos de los principales mecanismos inmunologicos
innatos relacionados con la eliminaciéon de células tumorales, y las células

inmunitarias que intervienen en la respuesta antitumoral.
3.3.1.1 CELULAS SUPRESORAS DERIVADAS DE MIELOIDES (MDSC)

En un entorno de inflamacién crénica, que precede o rodea el ambiente tumoral,
la diferenciacién de las células mieloides induce la expansion de las células
supresoras derivadas de mieloides (MDSC) que son una poblacion heterogénea
de células inmunitarias incluidos macrofagos, neutrofilos y células dendriticas

con potentes actividades inmunosupresoras.

En el cancer, los factores que inducen la expansion de MDSC incluyen una
variedad de citocinas producidas por células tumorales o células del estroma
tumoral, que estimulan la mielopoyesis e inhiben la diferenciacion terminal de
linajes mieloides, estos factores incluyen metabolitos del acido araquiddnico
(COX/PG), factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-
CSF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de células madre
o diferentes tipos de interleucinas. Al unirse a sus receptores especificos, la
mayoria de estas citocinas activan las vias de sefalizacion del transductor de

sefales y el activador de la transcripcion 3 (STAT-3).
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Esto mejora la supervivencia y proliferacion celular, reduce la apoptosis y
previene la diferenciacion completa de progenitores mieloides en células
maduras. Se encontrd6 que el microambiente tumoral influye tanto en la
diferenciacion como en la funcion de MDSC, en este contexto, una acumulacion
de células mieloides inmaduras en la periferia o en los tejidos puede tomarse
como un signo de alarma de una situacion que impulsa su expansion puede
utilizarse como marcador de las circunstancias patolégicas que inducen dicho

aumento en namero (Serafini et al 2006).

3.3.1.2 CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (DC) son células mieloides diferenciadas terminalmente
gue se especializan en el procesamiento y presentacion de antigenos, se
diferencian en la médula 6sea de varios progenitores, los monocitos son los
principales precursores en los seres humanos. Existen diferentes
subpoblaciones de células dendriticas, son un grupo heterogéneo de células
inmunitarias innatas que se infiltran en los tumores y presentan antigenos
derivados de tumores a las células T virgenes. Las DC desempefian un papel
fundamental en la preparacion de la inmunidad de las células T
antitumorales. Los cDC1 de ratdn son altamente eficientes en la presentacion
cruzada de antigenos, es decir, la presentacion de antigenos extracelulares por
moléculas MHC |, y por lo tanto, son fundamentales para preparar las respuestas
de las células T CD8 +al antigeno tumoral exdégeno, ademas las células
dendriticas plasmocitoides (pDC) se reconocen como los principales productores
de interferones de tipo | (IFN-I) en cancer, el IFN-I derivado de pDC puede
promover la inmunidad antitumoral a través de su actividad directa tanto en el
tumor como en las células inmunitarias al secretar una variedad de otras
citocinas y quimiocinas inflamatorias para reclutamiento de nuevas células
presentadoras de antigenos, aunque con menor eficiencia que las DC

convencionales (Wilie et. al 2019).
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3.3.1.3 CELULAS ASESINAS NATURALES (NK)

Las células conocidas como asesinas naturales se observaron por primera vez
en la década de los 80’s, cuando varios estudios demostraron mayor incidencia
en canceres con baja actividad de NK y se ha demostrado que las células NK
pueden controlar tanto el crecimiento tumoral local como la metéstasis debido a
su capacidad para ejercer citotoxicidad celular directa sin sensibilizacion previa

y para secretar citoquinas inmunoestimuladoras como IFN-y (Levy et. Al. 2011).

En pacientes y modelos animales, células NK deterioradas o la deficiencia de
células NK se ha asociado no solo con infecciones por virus recurrentes, sino
también con un aumento de incidencia de varios tipos de cancer. Las funciones
de las células NK estan estrechamente reguladas por un equilibrio entre la
activacion y sefiales inhibitorias a través de una multitud de receptores
expresados en la superficie celular, y utilizando estos receptores, las células NK
son capaces de reconocer y luego destruir espontaneamente las células
alteradas, células infectadas o tumorales, sin sensibilizacién previa, de hecho,
estas células anormales pueden iniciar el efecto citotoxico de las células NK e
iniciar la produccion de citocinas, al unirse al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) de clase | para desencadenar sus funciones

antitumorales (Xiaodong, 2013).

3.3.2 INMUNIDAD ADAPTATIVA

En contraste con la respuesta inmune innata, la adaptativa es mas especifica,
pero mas lenta, consiste principalmente en el trabajo conjunto de células By T,
la respuesta inmune innata mas rapida generalmente se caracteriza por la
inflamacion de los tejidos. La inflamacién del tejido como parte de la respuesta
inmune innata sirve para ayudar a eliminar patégenos extrafios invasores, iniciar
la reparacion del tejido y puede servir para estimular la respuesta inmune
adaptativa a través de las células B y T. Sin embargo, existe una cantidad
significativa de evidencia de que tanto la inflamacion aguda como la crénica

pueden promover anomalias genéticas y la progresion del cancer (Karim, 2021).
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Hay alrededor de 2 x 10*? linfocitos en el cuerpo humano, lo que hace que el
sistema inmunitario sea comparable en masa celular al higado o al cerebro, la
respuesta inmune adaptativa especifica de antigeno, estd mediada por células
presentadoras de antigeno, células plasmaticas, células T citotoxicas y células
B de memoria, en comparacién con la respuesta inmune innata, la respuesta del
sistema inmune adaptativo proporciona una defensa mas especifica y genera
una memoria para antigenos de tumores que pueden desarrollarse a futuro
(Renrick et al. 2019).

3.3.2.1 LINFOCITOS B

Las células B son conocidas principalmente por estar a cargo de la produccién
de anticuerpos contra una amplia gama de antigenos, el descubrimiento de las
células B se produjo a mediados de la década de 1960, cuando se demostré que
eran responsables de la secrecidén de anticuerpos, y las células que requerian
un timo intacto (células T), asociadas con respuestas de hipersensibilidad de tipo
retardado. Inicialmente, las células B se definieron como linfocitos que expresan
receptores de inmunoglobulina de superficie celular clonalmente diversos

capaces de reconocer antigenos especificos (Fremd, 2013).
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Figura 3 Diferenciacion de linfocitos desde su progenitor comun ( Abbas 2017)
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La sefializacion y produccién de anticuerpos para células B depende de
diferentes proteinas de membrana como la CD19 de naturaleza glicoproteica de
95 kd, que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas, CD19 se clasifica
como una proteina transmembrana de tipo |, con un solo dominio
transmembrana, un extremo C citoplasmético y un extremo N extracelular, es
utilizado como un biomarcador de células B normales y neoplasicas, asi como
de células dendriticas foliculares, esta involucrado de manera critica en el
establecimiento de umbrales de sefializacion de células B intrinsecos a través
de la modulacion de la sefializacion independiente y dependiente del receptor de
células B (TBR), y funciona como el componente de sefializacibn dominante de
un complejo multimolecular en la superficie de las células B maduras, junto con
el receptor de complemento CD21 y la proteina de membrana de tetraspanina
CD81 (TAPA-1), asi como CD225. A través del estudio de modelos de ratones
transgénicos y knockout para CD19, queda claro que CD19 juega un papel
fundamental en el mantenimiento del equilibrio entre la respuesta humoral

inducida por antigeno y la induccion de tolerancia (Baumeister et al. 2016).

3.3.2.2 LINFOCITOS T

Los linfocitos T se originan a partir de progenitores de la médula ésea que migran
al timo para su maduracién, seleccién y posterior exportacion a la periferia. Las
células T periféricas comprenden diferentes subconjuntos, incluidas las células
T virgenes, que tienen la capacidad de responder a nuevos antigenos, las células
T de memoria que se derivan de la activacion previa de antigenos y mantienen
lainmunidad a largo plazo, y las células T reguladoras (Treg) qgue mantienen bajo
control las respuestas inmunitarias. Hay dos clases principales de células T, las
citotoxicas matan a ceélulas tumorales o células infectadas, y células T
colaboradoras que ayudan a activar macrofagos, células B y las células T
citotoxicas. Los linfocitos T reguladoras secretan una variedad de proteinas
sefalizadoras denominadas citocinas, que actian como mediadores locales y

expresan una variedad de proteinas coestimuladoras en su superficie.
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Los linfocitos T citotdxicos efectores matan a las células diana infectadas
también por medio de proteinas que secretan o exhiben en su superficie y
pueden migrar a sitios distantes, pero alli actian solo localmente sobre las

células vecinas (Rangel-Sosa 2017).
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alergia y asma
respuesta inmune frente a
parasitos extracelulares

Figura 4. Descripciéon de subtipos de linfocitos T y sus respuestas inmunolégicas (He et

al 2020)

Los antigenos expresados en tumores que estan presentes en tejido sano, pero
sobreexpresados en cancer, proporcionan una ventaja de crecimiento a la célula
y existe evidencia de que existen poblaciones de células T especificas del tumor,
tanto en la circulacion como en el microambiente tumoral, sin embargo, la mera
presencia de estas células parece insuficiente para permitir la regresion del
cancer, una explicacion probable es que estas poblaciones poseen la menor
capacidad de proliferacion sostenida y son las mas propensas a la senescencia
y la apoptosis, en resumen, son incapaces de expandirse a la magnitud requerida
para inducir una regresion tumoral clinicamente aparente y esta situacion se
agrava en muchos pacientes por el uso rutinario de quimioterapia citotéxicos y
radioterapia que sirve para reducir los subconjuntos de células T menos
diferenciadas (Galluza, 2014).

En la respuesta adaptativa, los antigenos asociados a tumores en las células
presentadoras de antigenos son presentados por las moléculas del MHC clase |

y Il, alos receptores especificos de las células T CD8 +y CD4 + respectivamente
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para su activacion, pero los linfocitos T CD8+ se consideran las principales
células efectoras antitumorales, una vez activados, median la lisis de las células
tumorales, y las células T CD4+, las Thl son responsables de la inmunidad
celular: secretan interleucina (IL)-2, TNFa e interferon-y (IFN-y), promueven la
actividad citotoxicos de los macréfagos e inducen la sobreexpresion de MHC |y
[l en la APC. Por el contrario, las células Th2 expresan IL-4, mejorando la
inmunidad humoral y regulando la actividad de los macrofagos (Perica et al.
2015).

3.4 TERAPIAS CONVENCIONALES

En los dltimos afios se han producido grandes avances y generacion de
conocimientos sobre los mecanismos moleculares y celulares que median la
carcinogénesis. Aunque el cancer ha existido durante mas de un millén de afos
en la especie humana, no se han logrado desarrollar terapias efectivas para la
mayoria de los canceres que se dirigen a vias moleculares y celulares. Se han
examinado multiples dianas celulares para prevenir o tratar canceres que
incluyen, entre otros, factores de transcripcion, vias de sefializacion celular
mediadas por quinasas y, mas recientemente como la inmunomodulacién con
células T modificadas el cual se profundizard mas adelante. Incluso a medida
que aumenta el conocimiento de los mecanismos del cancer, existe un margen
considerable para mejorar la prevencién y el tratamiento de los canceres. Por lo
tanto, si bien ha aumentado el desarrollo de regimenes de tratamiento y
prevencion, existen ciertos obstaculos que deben superarse para aumentar la
supervivencia de los pacientes con cancer a través de la inmunoterapia

personalizada.

El tratamiento del cancer a menudo tiene como objetivo lograr reducciones
rapidas, grandes y sostenidas de la carga tumoral. Incluso cuando se logran
estas fuertes respuestas, el tratamiento falla con frecuencia debido a la aparicion
de nuevas estirpes de células especialmente resistentes a los farmacos (Hansen,
2020).

La cirugia, la radioterapia, la quimioterapia y la terapia hormonal son cuatro

modalidades tradicionales para el tratamiento del cancer. Muchos agentes
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quimioterapéuticos citotoxicos tradicionales tienen un indice terapéutico (NTI)
muy estrecho, una tasa de respuesta general baja, una toxicidad sistémica rapida
y grave, una eficacia impredecible y una resistencia frecuente. Existe una
necesidad urgente de terapias mas especificas, menos toxicas y mas
individualizadas para mejorar la eficacia y seguridad de los tratamientos contra
el cancer. Es particularmente critico para los canceres dificiles de tratar que son
refractarios a la quimioterapia o la terapia hormonal y son especialmente

agresivos y resistentes (Patterson, 2013).

El cancer comprende una desconcertante variedad de enfermedades que matan
a 7,5 millones de personas cada afo, los diferentes farmacos antineoplasicos
pueden actuar sobre una o varias fases del ciclo celular o sobre los mecanismos
de control de la proliferaciébn celular. La respuesta obtenida se relaciona
directamente con la capacidad proliferativa de la célula, que esta determinada
por el tiempo de duplicacién del tumor. En general, a mayor proliferacion se prevée
una mayor respuesta al tratamiento citostatico. En la evolucién del cancer se van
produciendo nuevas alteraciones genéticas que provocan una heterogeneidad
celular y, por tanto, unas propiedades bioquimicas, un tiempo de duplicacién y
una respuesta al tratamiento antitumoral diferentes, y estos mecanismos estan
estrechamente ligados a la aparicion de resistencias farmacolégicas (Benedi et
al 2006).

Han pasado setenta afios desde el primer uso informado de la quimioterapia
contra el cancer, las neoplasias malignas y actualmente son la segunda causa
mas comun de muerte entre nifios y adultos (Gilbertson, 2011), el término
"quimioterapia” fue acufiado por un quimico aleman Paul Ehrlich que investigo el
uso de medicamentos para tratar enfermedades infecciosas, también fue el
primer cientifico en estudiar modelos animales para detectar una serie de
sustancias quimicas con respecto a su actividad potencial contra enfermedades
y se ha documentado que el uso de arsenicales se inicié en los afios 1900. La
radioterapia y la cirugia fueron los pilares del tratamiento del cancer en la década
de 1960, y a medida que se hicieron evidentes las micrometéastasis y la
recurrencia del cancer después de la cirugia y la radioterapia, la quimioterapia

combinada comenzé a ser mas utilizada (Flores et al. 2020).
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El tratamiento del cancer a menudo tiene como objetivo lograr reducciones
rapidas, grandes y sostenidas de la carga tumoral. Incluso cuando se logran
estas fuertes respuestas, el tratamiento falla con frecuencia debido a la aparicion
de nuevas estirpes de células especialmente resistentes a los farmacos (Hansen
et al. 2020).

La quimioterapia o la radioterapia son tratamientos convencionales contra el
cancer y su fundamento esta basado en la induccién de varias modalidades de
muerte de células tumorales que liberan antigenos derivados del tumor, asi como
sefales de peligro que podrian capturarse para desencadenar una respuesta
inmune antitumoral o ignorarse. La evidencia demuestra que ciertos agentes
quimioterapéuticos y la radiacion ionizante podria conferir a las células tumorales
capacidades inmunogénicas, reclutando citocinas, células dendriticas, células
presentadoras de antigeno y células T CD4 y CD8 reactivas a tumores, tanto en
modelos animales como en pacientes, por todo lo anterior es que el sistema
inmunologico resulta un blanco de estudio para tratamiento de cancer (Ma et al.
2011). La accion de los tratamientos de radio-quimioterapia conlleva una serie
de efectos secundarios porque estos tratamientos no so6lo van a ejercer su efecto
sobre las células tumorales sino también sobre tejidos sanos. La relacion entre
estas dos acciones (indice terapéutico) determina la toxicidad del farmaco a sus
dosis eficaces antitumorales, que hay que asumir al administrarlo. ElI dafio
fotooxidativo, no se limita a las bases de ADN, la presencia de componentes de
membrana oxidados, ha demostrado que la cantidad de productos de oxidacién
presente de forma endogena se incrementa después de una dosis de 10 Gy en
un 30% (Ward 2002). Ambos tratamientos tienen un impacto adverso en la
calidad de vida de muchos pacientes y se ha demostrado que la tasa de muerte
dentro de los 30 dias posteriores a la quimioterapia es cada vez mayor
(Zdenkowski et al. 2012).

3.4.1 QUIMIOTERAPIA

El objetivo de la quimioterapia es inhibir la proliferacion celular y la multiplicacion

de tumores, evitando asi la invasion y la metastasis y se puede observar que la
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inhibicion del crecimiento tumoral puede tener lugar a varios niveles dentro de la

célula y su entorno, pero esto da como resultado efectos toxicos generalizados.

La quimioterapia implica el uso de medicamentos de bajo peso molecular para
destruir selectivamente las células tumorales o al menos limitar su proliferacion.
Las desventajas de muchos agentes citotdxicos incluyen la supresion de la
médula 6sea, lesiones del tracto, caida del cabello, nduseas y desarrollo de
resistencia clinica. Estos efectos secundarios ocurren porque los agentes
citotoxicos actian sobre células tumorales y células sanas, comenzo el uso de
quimioterapia alrededor de 1940 con mostazas nitrogenadas, que son agentes
alquilantes extremadamente potentes, y antimetabolitos. Desde el éxito inicial de
estos tratamientos, se han desarrollado una gran cantidad de antineoplasicos

adicionales (Hansen 2020).

Los medicamentos antineoplasicos se pueden clasificar segun su mecanismo de
accion, entre los cuales encontramos agentes que interactian con el ADN,
antimetabolitos, agentes anti-tubulina, agentes de direccion molecular,
hormonas, anticuerpos monoclonales y otros agentes biolégicos (Nussbaumer,
2011) y los efectos secundarios son un reflejo de su mecanismo de accion, la
mayoria de los medicamentos de quimioterapia muestran actividad en las células

gue se multiplican rapidamente.

Se ha observado que la toxicidad periférica inducida por quimioterapia puede
limitar la dosis y por lo tanto el efecto antineoplasico, ademas de que los signos
y sintomas pueden ser permanentes y afectar gravemente la calidad de vida de
los pacientes incluso después de la abstinencia del farmaco. A pesar de una
extensa investigacion, los mecanismos exactos de accion toxica de los farmacos

Nno se conocen completamente.

Existen estudios en los que debido a los efectos aleatorios durante la replicacion
celular y la muerte, habra una distribucién de los posibles tiempos de progresién
tanto para el tratamiento agresivo como para la contencion, hay dos posibles
resultados, el primero es que la contencion retrase la progresion en relacion con
el tratamiento agresivo o0 el segundo resultado posible es que la contencion

conduce realmente a una progresion temprana, sea cual sea el resultado no
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resulta en una alternativa viable que puedo garantizar mejora para el paciente
(Rizvi et al. 2020).

3.4.2 RADIOTERAPIA

La radiacion ionizante ha sido una parte importante del tratamiento del cancer
durante casi un siglo, y se ha utlizado en radioterapia de haz externo,
braquiterapia y terapia con radionudclidos dirigida. A nivel molecular y celular, la
muerte celular se ha atribuido a la deposicion de energia de la radiacion en el
ADN dentro del nucleo, y la produccion de roturas de doble hebra del ADN
desempeiia un papel central. Sin embargo, este modelo centrado en el ADN ha
sido cuestionado porque se han informado vias de muerte celular, en las que
divergen las relaciones directas entre la muerte celular y el dafio del ADN. Estas
vias incluyen vias de sefalizacion dependientes de la membrana y respuestas
de espectadores (cuando las células responden no a la exposicion directa a la
radiacion sino a la irradiacion de sus células vecinas). Los huevos conocimientos
sobre los mecanismos de estas respuestas, junto con los avances tecnoldgicos
en el direccionamiento de células en sistemas experimentales con microhaces,
han llevado a una reevaluacion del modelo de como las células mueren por la

radiacion ionizante (Prise et al. 2005).

La radiacion actua principalmente ionizando moléculas en los tejidos irradiados
para causar dafio al ADN, la energia de radiacion se absorbe directamente en
estructuras celulares criticas incluyendo ADN, organelos y membranas, o
indirectamente a través de la induccion de radicales libres altamente reactivos
en el citosol acuoso. La probabilidad de inducir el dafio molecular por radicales
libres transitorios aumenta en presencia de oxigeno molecular, que favorece la

estabilizacion del dafio bioquimico (Minniti et al. 2012).

El objetivo celular mas importante para la radiacién es inducir el dafio en el ADN
nuclear, se estima que cada gray (1 Gy) de radiacién absorbida produce 105
ionizaciones por celda, que causan alrededor de 2000 fragmentaciones
monocatenarias y 40 roturas de doble hebra en el ADN, ademas de otros tipos
del dafio del ADN, como el dafio a las bases de nucledtidos, enlaces cruzados

ADN-ADN y ADN-proteina (Prize et al. 2005), es importante mencionar que como
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la recombinacion homadloga se limita a la fase S tardia y la fase G2 del ciclo
celular, la mayoria de las roturas de ADN de doble cadena son reparadas por la
via de unién de extremos no homologos, que es activo en todas las fases del
ciclo celular (Ma et al., 2005), por lo que los efectos secundarios se asocia a
nauseas, cefalea intensa, deshidratacion, fiebre y pérdida de cabello, lo que
condiciona la evolucion de los pacientes y genera desequilibrios graves a nivel
sistémico, es asi que nace la necesidad de buscar terapias dirigidas y
personalizadas que no provoquen efectos secundarios tan exacerbados y limiten

la evolucién clinica favorable de los pacientes.

4. JUSTIFICACION

El cancer representa un reto a nivel mundial por la complejidad de su desarrollo
y fisiopatologia, durante los Gltimos afios se ha observado que la incidencia
aumentd y la prevalencia de factores de riesgo asociados al crecimiento
demografico, urbanizacion y economia es cada vez mayor, es por eso que la
investigacion se ha enfocado en la comprension del comportamiento y evolucién
de células tumorales hipo inmunogénicas capaces de evadir controles
moleculares de crecimiento y division celular para ofrecer nuevas perspectivas

terapéuticas y clinicas.

Es por lo anterior que surge la necesidad de buscar nuevas estrategias para el
manejo y tratamiento del cancer a través de medicina personalizada, que utiliza
mecanismos de células del sistema inmunolégico, de manera que pueda

potenciar sus mecanismos de accion contra células tumorales especificas.

Actualmente existen diferentes tipos de inmunoterapias y una de las mas
prometedoras es la terapia de células adaptadas, entre las que resalta la terapia
CAR-T por medio de transferencia génica con vectores virales, los pacientes
tratados con esta inmunoterapia, han mostrado una remision completa en un 60-
80% de los pacientes tratados, por lo que resulta importante la comprension y el
fundamento bioldgico para el estudio y desarrollo de oportunidades de

investigacion y aplicaciones clinicas en nuestro pais.
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5. OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision de articulos cientificos de diferentes fuentes y autores para
identificar los tipos de terapia oncoldgica con células T modificadas con

receptores quiméricos generados por vectores virales.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
e Realizar una busqueda empleando las palabras clave en 4 buscadores

(EBSCO, SCOPUS, SPRINGERLINK, PUBMED).

e Determinar y aplicar los criterios de inclusion y exclusion para
seleccionar los articulos.

e Clasificar los articulos seleccionados en grupos de estudio para
Terapias dirigidas a antigenos tumorales con receptores de células T.

e Extraccion de datos de importancia para redaccion y revision de
inmunoterapia oncoldgica con receptores de antigeno quimérico.

e Revisar el impacto de la terapia con linfocitos T-CAR en la remision
completa, la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes.

e Describir la estructura y tipos de Receptores de antigenos quiméricos.

e Explicar el proceso de generacion de receptores de antigenos
guimeéricos con vectores virales de lentivirus, retrovirus y adenovirus.

e Evaluar las limitaciones y las perspectivas a futuro de la terapia con

linfocitos T-CAR.
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7. METODO

Se realizé una busqueda bibliogréafica sistematizada de articulos cientificos a
partir de las bases de datos Scopus, PubMed, Springerlink y EBSCO con las
palabras clave CHIMERIC ANTIGEN RECEPTOR + CANCER +
IMMUNOTHERAPY, con un total de 776 resultados.
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immunotherapy+ cancer + chimeric antigen receptor
HISTORIAL DE BUSQUEDAS

EBSCO 210
SCOPUS 139
SPRINGERLINK 195
PUBMED 232
Total 776

Figura 5. Relacién de articulos encontrados en los buscadores. EBSCO, PubMed,
Scopus vy Springerlink.

Los resultados de busqueda de cada una de las bases de datos se exportaron
en formato CVS. Para compilarlos en un Unico documento de Excel, con su
respectiva hoja de calculo, que posteriormente, se ingresaron en una sola hoja
de célculo ordenados en filas por: Autores, Titulo, Tipo de publicacion, Afioy
DOI; a continuacion, se aplicaron filtros y eliminaron de una forma ordenada las

publicaciones que no estuvieran dentro de los criterios de inclusion siguientes:
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e Articulos publicados entre los afios 2000-2021
e Ensayos clinicos o articulos originales
e Publicaciones en idioma inglés

e Ensayos clinicos de terapia CAR-T

Y se establecieron los siguientes criterios de exclusion:

e Articulos publicados antes del afio 2000

e Articulos en chino, aleman o espafiol

e Articulos que incluyeran la palabra “vaccine, surgery, transplant,
conference, abstract, meeting, virus o symposium"

e Articulos que describieron terapia CAR-T contra enfermedades
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Fiqura 6 Grafica de articulos filtrados y eliminados consecutivamente segun su contenido
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Filtrado de articulos \

Total 776
Eliminacion por:

repetidos 521
ano 489
symposium/congress 484
conference 460
abstract 420
virus 384
meeting 340
sugery 312
vaccine 209
transplant 198

Figura 7. Gréfica de los articulos totales y eliminacién sistematica por criterios de

contenido para conservar Unicamente los articulos relevantes.

Una vez que se eliminaron los articulos repetidos y filtrados los que no cumplian
los criterios de inclusion y de exclusidén, se clasificaron en tres clases de

publicaciones:
e Revisiones Bibliogréaficas
e Ensayos clinicos
e Articulos originales

De los cuales se identificaron 2 grupos de terapia CAR-T segun el tipo de cancer

al que se dirige:
e Tratamiento con CAR-T para cancer hematolégico

e Tratamiento con CAR-T para tumores sélido

Por ultimo, se eliminaron los ensayos clinicos que en el proceso de manufactura
utilizaron medios no virales recombinantes para la generacion del receptor
quimérico y asi basar los resultados de la revisibn Unicamente en los
tratamientos aprobados por la FDA y la EMA para evidenciar la eficiencia de su

uso para pacientes diagnosticados con cancer hematologico.
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Figura 8 Grafica de los articulos totales v eliminacién sistematica por criterios de

contenido para conservar Unicamente los articulos relevantes.

El total de los Articulos utilizados fueron de 139 de los cuales 59 fueron articulos
originales, 29 revisiones bibliograficas y 42 ensayos clinicos que aportan
informacion de calidad para todo el contenido de investigacion realizado en este
trabajo, donde se ha documentado y observado el efecto de la terapia CAR-T

para neoplasias hematolégicas.

8. DESARROLLO

8.1 MEDICINA PERSONALIZADA

Durante la dltima década se han dedicado enormes esfuerzos para el desarrollo
de terapias, que utilizan mecanismos antineoplasicos de células del sistema
inmune o citocinas proinflamatorias, disefiando respuestas inmunes especificas
ya existentes, contra células antineoplasicas (Han, 2018). Estas investigaciones
en fases preclinica y clinica han logrado la aprobacion de diversas intervenciones

inmunoterapéuticas para su uso en humanos.
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Los estudios clinicos actuales se han realizado para probar la seguridad y
eficacia en diferentes condiciones, combinando inmunoterapéuticos y terapias
convencionales en pacientes con cancer, ya sea como intervenciones
independientes, lo que sigue en proceso de aprobacion regulatoria (Couzin-
Frankel, 2013).

El uso de la inmunoterapia depende de la induccién de una respuesta inmune
antitumoral especifica, ya que, numerosos estudios han demostrado que tanto la
inmunidad innata como la adquirida son capaces de reconocer muchos
antigenos del tumor, y desencadenar una respuesta antitumoral frente a tumores
en desarrollo, y las podemos clasificar como "pasivas” o "activas" en funcion de
su capacidad para activar el sistema inmunoldgico del huésped contra las células
malignas. Desde este punto de vista, los anticuerpos monoclonales (mAb)
dirigidos a tumores y las células T transferidas adaptativamente se consideran
formas pasivas de inmunoterapia, ya que estdn dotados de actividad
antineoplésica intrinseca. Por el contrario, las vacunas contra el cancer y los
inhibidores de puntos de control ejercen efectos anticancerigenos solo sobre la
participacion del sistema inmunoldgico del huésped, lo que constituye claros

ejemplos de inmunoterapia activa, (Fremd et al 2013).
INMUNOTERAPIA PASIVA INMUNOTERAPIA ACTIVA

Anticuerpos monoclonales Citocinas inmunoestimuladoras

Transferencia de células

Inductores de muerte celular
adaptadas

Agonista de PRR

Virus oncoliticos Agonista NOD 2

Figura 9. Tabla descriptiva de clasificacion de inmunoterapias aceptadas por la FDA

(Galluzi 2014)
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8.1.1 TERAPIA CON TRANSFERENCIA DE CELULAS ADAPTADAS

El término "transferencia celular adaptada” (ACT por sus siglas en inglés) se
refiere a una variante particular de inmunoterapia anti cancer basada en células
autologas modificadas que inducen una respuesta inmunoldgica antineoplasica,
la evidencia demuestra que es una de las terapias con mas casos de éxito en la
fase clinica, y ha demostrado efectos curativos reales en pacientes con algunos
tipos de cancer hematoldgico, el proceso para lograr la reinfusién de las células
modificadas, consiste en la recoleccion de linfocitos circulantes o infiltrantes de
tumores al extraer sangre periférica del paciente, su seleccién o aislamiento, la
modificacion por medio de ingenieria genética o vectores virales recombinantes,
el proceso de expansion, activacion ex vivo; y por ultimo, la administracion a los
pacientes, con mayor frecuencia después del preacondicionamiento
linfodepletor, que consiste en algun ciclo de quimioterapias o radioterapia o en
combinacion con agentes inmunoestimuladores (Renrick et al 2019). Otras
inmunoterapias contra el cancer, que implican la reinfusion de células vivas, es
el trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH), que implica la
reintroduccion de una poblacién celular enriquecida con efectores inmunes
potencialmente reactivos al tumor, y se emplea como un medio para reconstituir
un sistema inmunoldgico sano, alogénico (y por tanto potencialmente reactivo al
tumor), en pacientes con neoplasias hematolégicas previamente sometidas a
tratamientos que provocan deplecidon de linfocitos (Torre, 2015). Las
intervenciones basadas en células dendriticas (DC) también deben diferenciarse
conceptualmente de ACT por dos razones. En primer lugar, las poblaciones de
células dendriticas reinfundidas no estan dotados de actividad anticancerosa
intrinseca, sino que actdan como vacunas anticancerosas para provocar una
respuesta inmunitaria dirigida al tumor, y en segundo lugar, no se administran en
el contexto de la quimioterapia (radioterapia) linfoblastica / mielosupresora
(Galluzi, 2014).
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8.2 TERAPIA CAR-T

La transferencia de células adoptivas (ACT) que utiliza células T modificadas con
receptor de antigeno quimérico (CAR-T) puede inducir remisiones duraderas en
pacientes con canceres hematoldgicos, al contrario de tumores malignos sélidos
donde se han observado resultados modestos. El principio fundamental de la
terapia es el aislamiento de células T especificas del cancer, y la expansion fuera
del entorno potencialmente inmunosupresor de un paciente con cancer a

cantidades terapéuticas antes de la reinfusion. (Chandran, 2019)

Existen algunos factores condicionantes para la tasa de efectividad de las
terapias de transferencia adoptiva como la linfodeplecion del huésped antes de
la transferencia de células T, y la especificidad genética del cancer asegurada
mediante la ingenieria genética para introducir un receptor de antigeno
exdgeno que coincida con el complemento de antigenos expresados por el
cancer de un paciente, y por ultimo, la seleccidén de poblaciones especificas de
células T con potencial proliferativo, y de supervivencia mejorada, incluidos los
subconjuntos de memoria de células madre T minimamente diferenciada y
memoria central T. Finalmente, debido a que las células T terapéuticas se
expanden ex vivo, el huésped portador del tumor puede estar pre
acondicionado para agotar las poblaciones de células inmunosupresoras antes
de la reinfusién de células T, estas indicaciones, las células T se modifican
genéticamente con un receptor de antigeno sintético derivado de un anticuerpo

monoclonal denominado receptor de antigeno quimérico (CAR) (Sermer, 2019).

Actualmente, el tiempo transcurrido desde la recoleccion de CAR-T hasta la
reinfusion al paciente, es de aproximadamente 3 semanas, la linfaféresis para
la fabricacién de células T con CAR implica recolectar cantidades especificas
de linfocitos CD3 + de los pacientes, las células mononucleares de sangre
periférica se extraen del paciente mediante un procedimiento de
leucocitaféresis de gran volumen (Boyiadzis, 2018). Luego, las células se

transfieren a una instalacion de fabricacion de GMP, para la ingenieria y
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expansion de células T, a continuacion, las células T del paciente se incuban,
y por medio de ingenieria genética o vectores virales, se introducen el ARN del
gen CAR. Luego, el ARN CAR se transcribe de forma inversa en ADN, que se
recombina en el genoma de las células T, lo que da como resultado la

incorporacion permanente del gen CAR (Neelapu et al 2019).

Posteriormente las células T transformadas experimentan una expansion ex
vivo durante varios dias, lo que da como resultado un producto que es 90% de
células T CD3 +, pero fracciones variables de las cuales son CAR. Las células
se transfieren de nuevo al centro para la infusion y las recomendaciones de
infusion de células CAR-T varian segun los centros, patrocinadores y productos
(Allen et al 2017).

Los protocolos existentes incluyen reinfusiones para pacientes hospitalizados y
ambulatorios, y la dosis depende de la poblacién total de CAR + en el producto
de infusién, asi como de las caracteristicas del paciente, incluida la edad y el
peso, cabe destacar que estudios recientes de varios pacientes que
respondieron positivamente identificaron un solo clon de células T con CAR que
constituia el 94% de la poblacion total de células T con CAR en la infusion
administrada, estos datos sugieren que la reinfusién de una sola célula T CAR

puede promover la respuesta terapéutica (Fu et al 2019).

8.2.1 CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DE RECEPTORES DE ANTIGENOS
QUIMERICOS

Como lo implica el nombre "quimera”, un CAR es un receptor de antigeno de
cadena simple totalmente sintético compuesto por 3 dominios distintos: un
dominio de reconocimiento de antigeno con su regién de bisagra extracelular,
un dominio transmembranal y un dominio de sefalizacion de células T
intracelular (Chandran, 2019) son receptores disefiados y especificos de
tumores que se reprograman genéticamente in vitro utilizando los linfocitos T
del propio paciente, y se unen a un antigeno tumoral de una manera
independiente del complejo mayor de histocompatibilidad, lo que permite que
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las células T reconozcan y eliminen a la célula tumoral al reconocer un
antigeno. Los receptores de antigenos quimeéricos, son receptores modificados
que acoplan un dominio Fv de cadena sencilla anti-CD19, a dominios de
sefializacion de células T intracelulares del receptor de células T, redirigiendo
asi a los linfocitos T citotoxicos a las células que expresan este antigeno (Cai,
2020).

antigeno de
superficie

cadena simple de la region
variable

dominio trasnmembranal

dominio coestimulador

dominio de sefializacién

Figura 10. Elementos que componen cada uno de los dominios de un receptor de

antigeno quimérico (Imagen modificada, Sermer 2019). CAR, receptor de antigeno

quimérico; scFv, dominio variable monocatenario de un anticuerpo; TCR, receptor de
células T. (Castro 2019)

Los CAR constan de tres dominios principales: un ectodominio, un dominio
transmembranal y un endodominio. El ectodominio es la porcion extracelular
del receptor que incluye el dominio de reconocimiento de antigeno asi como un
péptido sefal para la direccion al reticulo endoplasmico, este dominio es el
dominio vinculante, comunmente derivado de la cadena simple de fragmento
variable (scFv), que tedricamente puede reconocer cualquier tipo de antigeno
(Zhao et al. 2009), y es importante mencionar que este dominio es derivado de

un anticuerpo monoclonal que contiene una secuencia no humana (p. e€j.,

34



primate, conejo o raton), pueden provocar respuestas inmunogénicas en
pacientes y ampliar su alcance de antigenos diana, independientemente de su
restriccion de MHC (Turtle et al. 2016).

El dominio bisagra fue introducido para proporcionar cierto grado de flexibilidad,
para incrementar la eficiencia de reconocimiento de las células diana por las
células CAR-T. Ademas de tamafio, ubicacion y distribucion del epitopo de los
antigenos diana, por lo tanto, un dominio espaciador o bisagra excesivamente
largo puede tener un efecto negativo en la activacion de las células CAR-T
(Guest et al 2005).

El dominio transmembrana apoya principalmente la estabilidad de CAR, el
endodominio intracelular facilita la transduccion de sefiales para activar las
células T, durante el reconocimiento de antigenos, es una proteina
transmembrana que se expresa en la superficie de las células T mediante
biotecnologia (Zhang 2017) hasta la fecha, el dominio transmembrana se ha
considerado como un componente inerte con respecto a la sefalizacion CAR
pero se ha observado que al estar en contacto con la region hidrofébica de la
membrana esta formada por componentes polares, y se relaciona con la

transmision de la sefializacion CAR-T (Guedan et al. 2014).

En el disefio CAR de primera generacion, el intracelular parte de CD3f, que es
la principal cadena de sefalizacion del TCR, o FcRc, que es la cadena de
sefalizacion de la Fc receptor, se utilizé principalmente como dominio de
sefalizacion. Aunque los dominios de sefalizacion CD3f, y FcRc contienen una
caja ITAM (activacion basada en inmunoreceptores de tirosina cinasa) que es

una secuencia para reclutar elementos de sefalizacion (Hamerman et al 2006)

Existen 4 diferentes generaciones de CAR, el disefio de los de primera
generacion se hizo de manera similar al complejo TCR enddgeno incorporando
una cadena CD3¢ un dominio intracelular FceRly, pero en su lugar incorporaron
dominios extracelulares de reconocimiento de antigenos que permitieron el
reconocimiento directo de antigenos en la superficie de las células tumorales,
lo que permitié que el MHC sea independiente a la activacion de células T
(Boyiadzis, 2018).
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Primera Segunda Tercera Cuarta
generacion generacion generacion generacion

enlace
scFv
Hinge citocinas
el l
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Dominio
co-
CD3¢ ‘ estimulador Dominio
Cco-
’ CD3(; ‘ estimulador

Figura 11. Representacion esqguematica de la estructura CAR. Las células CAR T
se _componen_de tres partes: dominio scFv, dominio transmembrana y un
dominio de transduccién de sefnales del TCR. Los CAR de primera generacion
utilizaron un CD3{ como dominio de transduccion de senales del TCR, mientras
que los CAR de segunda generacidon incluyen dominios de sefializacion
coestimuladores adicionales (CD28 o 4-1BB). Los CAR de tercera generacion
constan de dos dominios coestimuladores distintos, como CD28 v 4-1BB. Los
CAR de cuarta generacion también estan blindados con genes que permiten, por
ejemplo, la expresion de citocinas. (Imagen modificada, Zhao et al 2019)

Es importante destacar que estos disefios de primera generacion, no incluyen
dominios coestimuladores para proporcionar la segunda sefial para la
activacion completa de las los linfocitos T, por lo que son mas susceptibles a la
apoptosis y tienen una expansion a largo plazo muy limitada (Han 2018) por
este motivo la evolucion de la terapia ha buscado superar la falta de
estimulacion de los CAR de primera generacion, agregando dominios de
sefalizacion coestimuladores, tales como CD28, CD137 (41BB), o CD134
(OX40), lo que demostré un aumento en la persistencia y eficacia antitumoral
en modelos animales, apareciendo asi los CAR de segunda generacion, y de

manera similar, se ha demostrado una expansion, Yy persistencia
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significativamente mejoradas de las células CAR-T de segunda generacién en
humanos cuando se infundieron simultaneamente células CAR-T de primera y
segunda generacion dirigidas a CD19 en pacientes con linfoma de células B
(Pegram et al 2014). De hecho, las CAR-T de segunda generacién demostraron
una proliferacién vigorosa, asi como persistencia mas prolongada in vivo, lo que
lleva a mejores tasas de respuesta en los ensayos clinicos. Como resultado, en
2017, la FDA dos productos de células CAR-T de segunda generacion: Kymriah
y Yescarta, que se basan en el coestimulador 41BB y CD28 dominios de
sefalizacion, respectivamente. (Lee 2019), por esta razon los CAR de segunda
generacion con un dominio coestimulador CD28-4-1BB, han entrado a la
practica clinica dirigidas a CD19 especificamente, mostrando seguridad y
eficacia clinica solida, en el tratamiento de adultos con leucemia linfoblastica
aguda de células B CD19+ e infantil en experimentos independientes. Aunque
la viabilidad de la terapia con células T con CAR en el tratamiento de la
leucemia / linfoma esta claramente demostrada en los diferentes ensayos hubo
diferencias en la eficacia, y el resultado que merecen una evaluacién clinica en
los estudios de fase Il, y es por este motivo que se inici6 el desarrollo de la 3ra
y 4ta generacion de receptores para probar su funcionalidad no solo en

neoplasias hematoldgicas, también en tumores sélidos (Bernardes et al 2020).

Los CAR de tercera generacidon estan disefiados para contener un dominio
CD3C y dos dominios de sefializacion coestimuladores, incluidos CD28, CD27,
4-1BB u OX40 (CD134); de estos, CD28 y 4-1BB han sido los mas utilizados
recientemente. (Hay et al 2019). En estudios preclinicos, la eficacia antitumoral
de los CAR de tercera generacion es superior a la de los CAR de segunda

generacion (Han, 2018).

Por ultimo se han desarrollado los CAR de cuarta generacién denominados
TRUCK o CAR blindados, estan disefiados con la capacidad de secretar
interleucina 12 (IL-12), lo que mejora la eficacia antitumoral y ayuda a superar
el microambiente del tumor sdlido hostil y han demostrado que las células T
blindadas inducen el agotamiento de los macrofagos asociados a tumores
(Chmielewski, 2015), y reducen la inhibicibn mediada por el ligando 1 de muerte

programada endogena (PD-L1) en presencia de ascitis inmunosupresora.
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Los resultados obtenidos utilizando células CAR-T blindadas, se ha observado
la disminucidén de la apoptosis, la proliferacion mejorada y la citotoxicidad
aumentada, enfatizan ain mas la capacidad del disefio optimizado para mejorar
la eficacia antitumoral, especialmente en el entorno inmunosupresor de
tumores solidos. (Yeku et al 2016). Las células TRUCK representan células T
redirigidas a CAR que producir de forma constitutiva una proteina transgénica
y liberan la proteina tras la participacion de CAR de objetivo, estan destinadas
a depositar una variedad de proteinas terapéuticas en el tejido diana con el fin
de alcanzar localmente concentraciones terapéuticas y evitar la toxicidad
sistémica (Cai et al 2020).

8.2.2 DESARROLLO DE ANTIGENOS QUIMERICOS

La composicién optima del CAR es crucial para una inmunoterapia eficaz contra
el cancer, contienen un scFv de un anticuerpo como dominio de union
extracelular para el reconocimiento de antigenos independientes de HLA, un
dominio transmembrana (TM), y una cadena CD3( como dominio de

sefializacion intracelular.

La estabilidad adicional del CAR puede obtenerse mediante un dominio
espaciador extracelular sin sefializacion entre el scFv y el dominio TM (Enblad
et al 2018). El disefio CAR se ha desarrollado mas a lo largo de varias
generaciones desde su introduccion. Los CAR 1G se disefiaron sin un dominio
coestimulador, e indujeron la activacion de las células T solo por la sefal
primaria a través del dominio de sefializacion CD3(. Las células CAR-T que
dependen soélo de CD3( para la sefializacidon mostraron una baja capacidad de
produccion de citocinas, una expansion insuficiente de las células T, y
rapidamente se volvieron anérgicas. Estas células CAR-T basadas en CD3(
disponen de una capacidad citotoxicos especifica de antigeno suficiente, sin

embargo, la expansion de las células T fue débil. (Hombach, 2007).

Esta modificacion mejoro las propiedades in vivo de las células CAR-T, y protegio
las células CAR-T de la apoptosis. La persistencia in vivo se Vvio

significativamente influenciada por los dominios coestimuladores insertados. Se
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ha descrito que CD28, como dominio coestimulador, apoya una expansion mas
fuerte de las células T y una mejor erradicacion del tumor, mientras que 4-1BB,
como dominio coestimulador, se asocia con una persistencia prolongada y

mejora el desarrollo del agotamiento

La combinacién de dos dominios coestimuladores en un 3G CAR podria tener el
potencial de combinar estas dos ventajas. La infusién simultanea de células
CAR-T especificas de CD19 2G (CD28) y 3G (CD28 / 4-1BB) en pacientes
mostro que las células CAR-T 3G tenian propiedades superiores de expansion y
persistencia. Ademas, se demostrd que la actividad de sefializacion intracelular
de las células 3G CAR-T era mayor que la de las células 2G CAR-T y

probablemente conducia a una proliferacion celular superior (Enblad et al 2015).

Un mayor desarrollo del CAR condujo a CAR de cuarta generacion (4G) y células
T redirigidas para la destruccién universal mediada por citocinas (TRUCK). Estos
nuevos CAR 4G expresan moléculas debido a modificaciones genéticas
complementarias dentro del constructo CAR para mejorar la eficacia terapéutica
de la terapia celular CART (Chmielewski 2014). Los TRUCK son CAR-redirigidos
que pueden producir y liberar un producto transgénico, por ejemplo, una
citoquina proinflamatoria en el sitio del tumor. Se informé que las células CART
especificas de CD19 que secretan IL-12 erradican la enfermedad tumoral
establecida sin un régimen de acondicionamiento previo. Debe mencionarse que
las células T secretoras de IL- 12 dirigidas a tumores se volvieron resistentes
contra la inhibicion mediada por células T reguladoras (Pegram 2012). La
integracion de un casete de citocinas IL-12 inducible por CAR conduce a la
secrecion de IL-12 después de la sefalizacion de CAR vy, por lo tanto, a la
acumulacion y mantenimiento de niveles terapéuticos de la citocina en el tejido
diana, lo que conduce a la destruccion de TAA gque expresa células y células
tumorales TAA-negativas. Una desventaja es que solo los sitios tumorales que
expresan el antigeno pueden iniciar la liberacion de IL-12. Esta estrategia debe
aplicarse con precaucion: es necesario el uso de citocinas con perfiles de
toxicidad seguros y liberacion controlada de citocinas. Ademas, se informo de

que las células CART blindadas que se han modificado para expresar enzimas
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degradantes mostraron una capacidad mejorada para infiltrarse en los sitios del

tumor.

La ingenieria de linfocitos T para expresar anticuerpos quimeéricos que se dirigen
a antigenos tumorales se ha estudiado durante mas de 20 afios. El progreso
clinico se habia visto limitado por la escasa expansion in vivo de las células T
modificadas y la falta de persistencia de estas células después de la infusion.
(Maude 2014) Existen diferentes estudios y ensayos clinicos que evidencian los
factores que condicionan la tasa de éxito de la terapia, como la clase de
generacion del receptor, la capacidad de proliferacion de la poblacién de los
linfocitos o la capacidad del linfocito para evadir el microambiente tumoral
(Kochenderfer et al 2010).

Se asumié que el numero de células CART transfundidas determinaba
principalmente el éxito terapéutico en una etapa temprana de la terapia con
células CART. Sin embargo, por encima de cierto umbral, el nimero absoluto de
células CART transfundidas no se correlaciona directamente con la expansion in
vivo y el éxito terapéutico (Schubert 2016). En consecuencia, otros factores
ademas del numero absoluto de células CART transfundidas podrian ser mas
importantes para la eficacia de las células CART. Por ejemplo, la composicion
celular y el fenotipo de las células T transferidas, incluidos los subtipos y
subpoblaciones de células T, se identificaron como uno de los factores de éxito
mas criticos para una inmunoterapia eficaz (Busche et al 2016). El proceso de
produccion de células CART va desde la recoleccion de la muestra por medio de
venopuncion a pacientes diagnosticados con cancer posteriormente el
aislamiento inicial y el enriqguecimiento de las células T, la preparacion de las
células CART, incluida la activacion, la expansion de las células T, la
transferencia génica por un medio no viral o sistemas de vectores virales,
seguidos de expansion de células CART ex vivo y por ultimo el producto celular
final se somete a una formulacion de final de proceso y criopreservacion. Las
pruebas de control de calidad se realizan durante la produccion, asi como para
el producto final de células CART criopreservadas para garantizar la integridad
del producto, ademés cabe mencionar que un factor importante antes de aplicar

la infusion autéloga con las poblaciones de células modificadas, es que los
40



pacientes suelen recibir un tratamiento de deplecion linfoide (Raje et al 2014)

antes de la administracion del producto de células CART finalmente aprobado.
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Figura 12 Las células T y CAR v las células T y TCR se manipulan para que
produzcan receptores especiales en sus superficies. Se expanden luego en el
laboratorio v se reqresan al paciente. (NCI 2017)

8.2.3 AISLAMIENTO Y ENRIQUECIMIENTO DE LINFOCITOS T

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se obtienen
comunmente a partir de una centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll
para la eliminacion de granulocitos, glébulos rojos y plaquetas. Alternativamente,
se pueden emplear lavadores de células automatizados para aislar células T
(Spear et al 2013).

La composicion celular al comienzo del proceso de produccién puede influir en
el fenotipo de las células CART, ya que los pacientes con un alto nUmero de
células tumorales, como los pacientes con leucemia sin tratar, mostraron un bajo
namero de linfocitos T menos diferenciados dentro de su conteo de células
mononucleares en sangre periférica (Stock, 2019). Los elementos celulares
enddgenos pueden ser un sumidero de citocinas suplementadas y, por lo tanto,
pueden reducir los efectos mediados por las citocinas en las células CART. Por
tanto, la seleccion de células T CD3 + podria ser necesaria en pacientes con un

numero elevado de células tumorales circulantes en sangre periférica.
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8.2.4 ACTIVACION DE CELULAS T

La activacion de las células T representa un paso indispensable de la produccion
de células CART. La activacion 6ptima deberia conducir a una expansion
suficiente de células T sin causar una diferenciacion inmensa de células T o
muerte celular inducida por activacion (AICD). Las células presentadoras de
antigeno (APC), como las células dendriticas (DC), median la activacion
fisiologica de las células T. Los paises en desarrollo vienen acompafados de
una aplicacién clinica y de laboratorio dificil, por lo que los paises en desarrollo
no son préacticos para la terapia con células CART. Se han desarrollado
estrategias de activacién simplificadas para evitar el uso de APC como
activadores endogenos para la activacion de células T ex vivo (Kochenderfer et
al 2012).

Las ventajas adicionales se refieren al proceso de fabricacion de células CART
en si, el enriquecimiento y el lavado se simplifican mas, ya que las perlas unidas
a las células se pueden retener magnéticamente. Ademas, las perlas sin la
eliminacion de las perlas pueden realizar la seleccion y activacion hasta el final
de la expansion y se puede reducir la pérdida de costosos anticuerpos
estimulantes durante el intercambio de medios (Vormittag et al 2018). Por lo
tanto, se supone que las perlas magnéticas recubiertas con anticuerpo anti-CD3
/ anti-CD28 son la estrategia de activacibn mas prometedora. En ensayos
clinicos recientes, se usan perlas magnéticas recubiertas de anticuerpo anti-CD3
/ anti-CD28 con frecuencia, por ejemplo, para la produccion de Kymriah
(Tisagenlecleucel; CTL0O19) y Lisocabtagene maraleucel (liso-cel; JCAR017),
mientras que para la produccion de Yescarta ® (Axicabtagene Ciloleucel; KTE-
019) se utilizan anticuerpos anti-CD3 con IL-2 (Locke, 2017).

8.2.5 SISTEMA DE TRANSFERENCIA DE GENES POR TRANSDUCCION
VIRAL

Los vectores de transferencia de genes no virales o virales que transfieren la
informacion genética correspondiente a las células T median la expresion de
CAR en la superficie de las células T. Los sistemas de transposon / transposasa

42



basados en plasmidos y los vectores virales, incluidos los vectores gamma-
retrovirales y lentivirales, asi como la edicion del genoma y la electroporacion de
ADN desnudo, se aplican para la administracion de genes en la terapia celular
CART (Ying et al 2019).

Los sistemas de administracion de genes basados en virus se utilizan
comunmente y pueden lograr altas tasas de eficiencia, entre los sistemas de
vectores virales utilizados con mas frecuencia se encuentran los vectores
gamma-retrovirales y los vectores lentivirales, que pertenecen a la familia de los
retrovirus. Los retrovirus median una expresion génica estable a largo plazo, ya

gue el ADN viral producido se integra en el ADN del huésped.

Los lentivirus necesitan genes reguladores para neutralizar la defensa de la
célula huésped y debilitar la respuesta inmune, asi como para regular la
replicacion viral. El riesgo de mutagénesis insercional y oncogenicidad parece
ser bajo con los vectores lentivirales. (Svoboda et al 2018). Casi no se conocen
efectos genotdxicos de la transferencia de genes a células diferenciadas,
incluidas las células T. Hasta ahora, sélo se han informado unos pocos casos de
transformacién mediada por virus en pacientes tratados con células T
modificadas genéticamente. Se observé una insercion del transgén CAR
mediada por un vector lentiviral en un paciente con CLL tratado con células
CART especificas de CD19, lo que provoco6 una alteracién del gen TET2 de la
metilcitosina dioxigenasa. Estas células CART interrumpidas por TET2
mostraron una diferenciacion de células T modificada que condujo a un fenotipo
de memoria central en el maximo de proliferacion. Aunque la mutagénesis por
insercion no es deseable, la modificacién de TET2 descrita podria usarse para
una optimizacion de la terapia con células CART. Se observé un caso adicional
de expansion clonal en un paciente que fue tratado con células CART especificas
de CD22 causadas por la integracion mediada por vectores lentivirales en el gen
CBL que es importante para la regulacion de las respuestas de las células T.
Ademas, la mutagénesis de insercion condujo al escape del tumor en un paciente
que recaia después del tratamiento con células CART especificas para CD19
con una leucemia negativa para CD19. En este caso, el gen CAR se introdujo

involuntariamente en una uUnica célula B leucémica durante el proceso de
43



produccion de células CART, lo que provoca un disfraz de reconocimiento. Hasta
donde sabemos, todavia no se ha informado de inserciones accidentales para
los vectores gamma-retrovirales utilizados para la terapia celular CART. Por lo
tanto, los gamma- retrovirus todavia se usan ampliamente y se consideran un

sistema de vector seguro para el TCA clinico (Tong et al 2020).

Mientras que para la produccion de vectores retrovirales se pueden utilizar lineas
celulares de empaquetamiento estables, la produccion de vectores lentivirales
requiere grandes cantidades de ADN plasmidico para la transfeccion transitoria.
Un requisito previo para la administracion eficaz de genes virales es la presencia
de células T en division después de la activacion de las células T, en particular
para la transferencia de genes retrovirales. La produccion de vectores intensiva
y costosa es una desventaja importante de los sistemas de transferencia de
genes virales, ya que se requieren instalaciones adecuadas de sala limpia y la
realizacion de pruebas de liberacion de vectores para las células transducidas
retroviralmente o lentiviralmente. Esto se ha convertido en un cuello de botella
importante, incluso para las grandes farmacéuticas en este campo (Scholler et
al 2012).

La transduccion lentiviral de administracion de se utiliza para la produccién de
Kymriah ® (Tisagenlecleucel) para el tratamiento de Leucemia linfoblastica
aguda o linfoma no Hodgkin, los vectores virales median una eficiencia de
transferencia de genes suficiente y conducen a productos seguros. Sin embargo,
la produccion de vectores virales sigue siendo un aspecto complicado y, por lo
tanto, costoso en la produccion de células CART (Morgan et al 2018).

Los eventos que siguen a la transduccion se parecen mucho a los de una
verdadera infeccidn, tras la fusion de la membrana viral y del huésped, el nicleo
del virion se libera en el citosol y se transporta a lo largo de los microtubulos para
llegar al ndcleo. Una membrana nuclear rota es absolutamente crucial para su
entrada en el nucleo y, como tal, la transduccidén productiva por los vectores

gamma-retrovirales depende estrictamente de la mitosis de la célula diana.

Se han utilizado eficazmente vectores gamma retrovirales para expresar
receptores de antigenos quimeéricos (CAR) en linfocitos T. Normalmente, las
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células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de los pacientes se
estimulan con anticuerpos monoclonales (MAb) anti-CD3 y anti-CD28 junto con
IL-2 exdgena para seleccionar y expandir las células T dentro de los linfocitos de
sangre periférica (PBL). Estos se transducen posteriormente con el
sobrenadante de vector generado a partir de lineas celulares de
empaguetamiento de vector de alto titulo (VCP) como PG13. Dichas lineas
celulares de empaguetamiento se generan mediante transfeccion transitoria de
la construccion CAR en combinacion con genes virales esenciales, que se
proporcionan en trans. Si se desea, se selecciona la integracion estable de estos
transgenes mediante el uso de casetes estdndar de resistencia a antibiéticos.
Cuando se combina con sistemas de promotores inducibles, este enfoque
permite la generacion de lineas de células productoras estables en las que la
produccion de virus se induce mediante la adicidbn de una molécula pequefia

como la tetraciclina.

En el caso de la insercion del promotor, la genotoxicidad resulta de la insercion
de unidades promotoras virales fuertes directamente corriente arriba de las
unidades de transcripcion celular diana. La activacion oncogénica en este
escenario esta restringida a eventos de insercidn corriente arriba y en marco con
el oncogén resultante, ya que el promotor viral influye directamente en la
transcripcion de un gen huésped. La activacion del promotor, por otro lado, es el
resultado del potenciador en la LTR viral que actia sobre el promotor de un
protooncogén. Este efecto no depende de la orientacion o la concordancia del
marco entre la insercion y el promotor diana, y puede funcionar a una distancia
de varias kilobases. La activacién del promotor se ha implicado como el evento
mutacional mas comun observado en los ensayos clinicos de terapia génica (Gu,
2020).

8.2.5.1 VECTORES VIRALES

El descubrimiento de Harold Varmus y Michael Bishop en 1976 de que la
actividad oncogeénica del virus del sarcoma de Rous (RSV, un retrovirus alfa) es
el resultado de la transferencia mediada por virus de ADN no viral proporciond la

base para el uso de vectores retrovirales en biologia sintética. Los vectores
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virales de la familia Retroviridae son ahora los vectores mas utilizados para
aplicaciones de terapia génica, las principales ventajas de los vectores de
transferencia de genes virales son la relativa facilidad de fabricacion y
produccion, asi como su capacidad para integrar de forma estable material
genético en el genoma del huésped. Para cumplir con los estandares de
seguridad clinica, las plataformas de vectores virales deben demostrar
incompetencia de replicacion, baja genotoxicidad y baja inmunogenicidad.
(OMS, 2001)

8.2.5.1.1 VECTORES LENTIVIRALES

Los vectores basados en lentivirus son estructuralmente similares a sus
homologos gamma retrovirales, en los que los genes virales esenciales se
reemplazan con un transgén de interés y el genoma viral se integra de forma
estable en la célula huésped. El elemento activo exclusivo del vector lentiviral es
el tracto central de polipurina (cPPT) sefal de terminacion central (CTS), cuya
funcion es facilitar la importacién nuclear del complejo de preintegracion tras la

infeccion (Mitsuyasu, 2006).

A diferencia de los gamma-retrovirus, la transduccion del vector lentiviral, por lo
tanto, no se rige por la division celular, lo que permite la transduccion eficaz de
una amplia gama de tipos de células, incluidas las células diferenciadas
terminalmente sin ciclos. La pseudotipificacién con proteina g del virus de la
estomatitis vesicular (VSV-G) amplia aun mas el tropismo del vector, ya que los
receptores celulares para VSV-G se expresan de forma ubicua en células
humanas. Este misterio se resolvid, al menos parcialmente, cuando se identificd
el LDL-R (receptor de lipoproteinas de baja densidad) como el receptor celular
humano para VSV-G, y se demostré que la expresion de LDL-R es relativamente

baja en las células madre hematopoyéticas y celulas T en reposo (Do et al 2020).

Los vectores lentivirales mas utilizados se basan en el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Naturalmente, las preocupaciones sobre la
generacion de particulas competentes para la replicacion han hecho necesario
el desarrollo de vectores lentivirales cada vez mas sofisticados con multiples

salvaguardias. Similar a los vectores retrovirales gamma, los sistemas de
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componentes divididos que involucran la separacion de genes virales esenciales
del cis-Las secuencias reguladoras han reducido las posibilidades de
recombinacion y posterior removilizacion de particulas virales. No obstante, la
FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) requiere que todos los
productos terapéuticos creados mediante transduccion lentiviral se sometan a
pruebas exhaustivas para detectar la presencia de virus con capacidad de
replicacion. Mas recientemente, los vectores lentivirales hibridos derivados de
lentivirus no humanos (simio, equino, felino, caprino y bovino) se estan
considerando como alternativas potencialmente mas seguras ya que sus virus
parentales son patogénicos en humanos, pero cuando se optimizan pueden

transducir eficientemente células humanas.

La produccion de células T modificadas con CAR por vectores lentivirales es
similar a la de los vectores retrovirales gamma en ciertos aspectos. Una
construccion de empaquetamiento condicional que expresa gag-pol se
transfectan con el vector plasmido que lleva el transgén CAR junto con las
construcciones de empaquetamiento. El procesamiento del sobrenadante del
vector corriente abajo puede requerir ultra centrifugaciéon, cromatografia de
intercambio anidnico y filtracion en gel para producir un sobrenadante lentiviral
de alto titulo. Las células T en reposo son refractarias a la transduccion de
lentivirus y necesitan ser estimuladas para entrar en la fase G 1b del ciclo celular.
Una vez mas, los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 pueden usarse para sacar a
las células T de su estado G o y hacerlas susceptibles a la transduccién lentiviral.
La transduccion productiva y la integracién del genoma permiten una expresion
estable del transgén CAR en las células T. Las células CART generadas por
lentivirales que se dirigen al antigeno CD19 han demostrado una notable eficacia

antitumoral en ensayos clinicos (Sauter et al 2019).

La genotoxicidad y la inmunogenicidad relativa de los vectores lentivirales en un
modelo de ratdén propenso a tumores. Utilizando la administracion sistémica en
ratones knockout para Cdkn2a, demostraron que los vectores SIN inducian
significativamente menos eventos oncogénicos impulsados por la activacion de
oncogén mediada por potenciadores en comparacion con los vectores con

regiones LTR de tipo salvaje (Biffi et al 2011). También mostraron que la tasa de
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eventos oncogeénicos asociados con los vectores SIN correlacionadas con la
fuerza del promotor interno utilizado, lo que sugiere que los vectores SIN adn
pueden inducir la activacion de oncogenes dependiendo del disefio del promotor
interno. Esta activacion podria reducirse aun mas mediante la inclusién de
aislantes de cromatina sintéticos dentro de la region terminal larga. Estos
aislantes funcionan para atenuar la lectura de los promotores internos y reducen
significativamente la aparicion de eventos de activacion oncogénica resultantes
de integraciones SIN. Incluso los vectores lentivirales SIN aislados, sin embargo.
Estos resultados demuestran la viabilidad de producir vectores lentivirales con
menor genotoxicidad, pero muestran que son necesarios mayores niveles de
control sobre la integracion para eliminar por completo la posibilidad de

transformacién oncogénica (Ruark, 2018).

Una estrategia para evitar la genotoxicidad asociada con los vectores lentivirales
es eliminar por completo la capacidad de integracion. Los inconvenientes
actuales de estos sistemas de vectores son una menor expresion general del
transgén y una pérdida de expresién en las células diana que se dividen
rapidamente. La baja expresion del transgén puede compensarse mediante la
inclusion de promotores mas fuertes. Sin embargo, esto ha demostrado ser dificil
de optimizar, ya que estos vectores aun pueden integrarse ilegitimamente en el
genoma del huésped (aunque con una frecuencia significativamente menor),
donde los promotores fuertes pueden contribuir a eventos oncogénicos. Sin
embargo, cuando se prefiere la expresion transitoria del transgén, los vectores

deficientes en integracion pueden ser particularmente eficaces (Rossi et al 2018).

Estudios recientes han investigado si ciertos vectores y modificaciones de
procedimientos pueden aumentar la durabilidad de la expresién transgénica de
vectores lentivirales deficientes en integracion. Una modificacion particular
implica la adicion de regiones asociadas a la matriz / armazén del locus de
interferon B humano a un vector lentivirico no integrante. Los elementos S / MAR
pueden funcionar para reclutar factores celulares del huésped en los episomas
virales para promover la replicacion y la estabilidad mitética demostraron que los

vectores lentivirales no integrantes que contienen estos elementos pueden
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generar una expresion transgénica significativa que persiste clonalmente durante

mas de 100 divisiones celulares in vivo (Verghese et al 2014).

Los vectores lentivirales no integrantes también han demostrado ser
prometedores para impulsar la expresion de tecnologias como los sistemas de
integracion dirigidos al sitio (nucleasa de zinc). Mdltiples grupos, por ejemplo,
han demostrado el uso de vectores lentivirales deficientes en integracion para
administrar nucleasas con dedos de zinc y ADN molde para inducir eventos de
integracion dirigidos mediados por zinc. Estos estudios demostraron la
integracion del transgén dirigido en el genoma del huésped, asi como una
ventaja en la viabilidad en comparacion con los métodos de electroporacién
actuales que se utilizan con frecuencia para introducirlos basados en plasmidos.
El inconveniente de estos sistemas en la actualidad es una eficacia relativamente
baja de la integracion del transgén en las células primarias del linaje
hematopoyético. Se demostré que esto es el resultado de una cantidad de
transcripcion de ZFN significativamente menor por nimero de copias de vector
en estos tipos de células primarias, lo que sugiere que la optimizacion de la
expresion probablemente aumentara la eficiencia de integracion (Lana et al
2020).

8.2.5.1.2 VECTORES RETROVIRALES

Si bien los gamma retrovirus son las plataformas de vectores virales mas
ampliamente utilizadas para la modificacion genética de las células T, se han
desarrollado otras plataformas virales para introducir material genético en las
células diana. Una vez que dicha plataforma de vector viral en el desarrollo
preclinico utiliza alfa retrovirus, un género de la familia Retroviridae que incluye
el virus del sarcoma de Rous antes mencionado. Un sistema de administracion
de genes basado en retrovirus alfa tiene varias ventajas potenciales sobre otros
vectores basados en retrovirus. En primer lugar, los alfa retrovirus muestran un
patrén de integracion mas aleatorio y neutro en comparacion con otros retrovirus,
sin enriquecimiento detectable en genes o sitios de inicio de la transcripcion
Ademas, este sistema de vector estd desprovisto de elementos de empalme
viral, y el sistema de empaquetamiento dividido contiene una superposicion de
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secuencia significativamente reducida entre plasmidos virales y empaquetadores
(en comparacion con otros sistemas de vector retrovirico), reduciendo en gran
medida el potencial de desarrollo de virus competentes para la replicacion (Moco
et al 2018).

8.2.5.1.2.1 VECTORES ALFA RETROVIRALES

Estos vectores particularmente en comparacion con los vectores lentivirales,
tienen la capacidad de fabricar lineas celulares productoras estables. El uso de
lineas celulares productoras reduce significativamente las posibilidades de
eventos de recombinacion en comparacion con la produccion de virus transitoria,
y también proporciona las ventajas econdmicas de una produccién de virus a
gran escala consistente y robusta. El establecimiento de sistemas similares con
vectores lentivirales ha demostrado ser un desafio debido al silenciamiento a
largo plazo de los componentes lentivirales estructurales en las lineas celulares
productoras. Las ventajas de los vectores retrovirales alfa ain no se han probado
en un entorno clinico, pero parecen ser una alternativa intrigante y
potencialmente mas segura que los vectores de terapia génica retrovirales

utilizados actualmente (Rossi et al 2018).

8.2.5.1.2.2VECTORES GAMMA RETROVIRALES

Los vectores gamma retrovirales se usan comunmente en aplicaciones de
terapia génica debido a su capacidad para lograr altas tasas de transduccion y
una expresion transgénica significativa que persiste en el tiempo. La seguridad
de los vectores gamma retrovirales también se estd controlando
cuidadosamente, especialmente a la luz de los eventos adversos asociados con
la mutagénesis de insercion en ensayos dirigidos a las células madre
hematopoyéticas para la inmunodeficiencia humana grave. Los estudios de
analisis de todo el genoma han demostrado que los retrovirus gamma se integran
preferentemente cerca de los sitios de inicio de la transcripcion y las islas CpG,
y que este perfil de integracion preferencial aumenta las posibilidades de
transformacion oncogénica en comparacion con un perfil de integracion mas
aleatorio. Este potencial de activacion oncogénica puede ser causado por varios
mecanismos, incluida la insercion del promotor, la activacion del promotor y el

truncamiento de la transcripcion de genes.
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8.2.5.1.3 VECTORES ADENOVIRALES

Los vectores Adenovirus se clasifican generalmente en tres grupos de una
manera que depende de qué genes Ad se eliminan en el desarrollo del vector.
La mayoria de los vectores de Ad en uso se derivan de virus cuya replicacion es
defectuosa por delecion de la region E1 (vectores de primera generacion). La
region E1 codifica las proteinas E1Ay E1B, que tienen una variedad de funciones
en el ciclo de vida viral y son las proteinas transformadoras primarias del virus
(Lichtenstein 2004).

Los vectores de segunda generacion requieren una funcion auxiliar,
normalmente proporcionada por una linea celular que expresa de forma estable
el producto o los productos del gen o los genes Ad suprimidos para la
complementacion de la produccion y el crecimiento del vector. La construccion y
seleccién de lineas celulares complementarias puede llevar mucho tiempo y los
vectores de segunda generacién inducen niveles reducidos de inflamacion en
relacion con los vectores de primera generacibn en al menos algunas
circunstancias y son mas prometedores como agentes de terapia génica y para
comprender los mecanismos por los que los vectores adenovirales inducen e

inhiben la inflamacién sistémica.

8.2.6 EDICION DEL GENOMA

Las herramientas de ingenieria del genoma, en particular, la edicion de genes
basada en CRISPR / Cas9, representan un campo en evolucion para las terapias
basadas en CAR, lo que permite una intervencion eficiente de secuencia
especifica en células humanas. La tecnologia CRISPR / Cas9 permite la
alteracion gendmica especifica de multiples loci de genes. Se aplico el sistema
CRISPR / Cas9 combinado con una matriz de reparacion de vector de virus
adenoasociado (AAV) para la integracion del ADN que codifica CAR en el locus
de la constante a del receptor de células T (TRAC) provocando una expresion
uniforme del CAR, una mejora de Potencia de las células T e inhibicion de la
diferenciacion de las células T y del agotamiento. Ademas, se informé que la
edicién del genoma mediada por CRISPR / Cas9 y la transduccidn lentiviral se

aplicaron para producir células CART especificas de CD19 deficientes en PD-1,
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lo que condujo a una mayor eficacia antitumoral y terapéutica. Aunque los
multiples desafios, incluida la eficiencia, la seguridad y la escalabilidad, son
motivo de preocupacion, la terapia con células inmunolégicas de genes
mejorados con CRISPR / Cas9 podria mejorar alin mas las terapias con células
CART. Sin embargo, no se aprovecha todo el potencial de la edicién del genoma
en el contexto de la inmunoterapia basada en células CART y debe examinarse

mas a fondo en estudios clinicos en humanos (Sun et al 2016).

La tecnologia de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas / nucleasa asociada a CRISPR9 (CRISPR / Cas9), un sistema
inmunoldgico adquirido en bacterias y arqueas, ha proporcionado una nueva
herramienta para la edicién precisa del genoma. El uso de una sola proteina
nucleasa en un complejo con 2 ARN cortos como endonucleasa de sitio
especifico lo convirtié en una herramienta de edicién del genoma simple y flexible
para apuntar a casi cualquier locus genémico, en particular la terapia con células
CAR-T, se convirtié en un campo en rapido crecimiento. en la terapia del cancer
y recientemente Kymriah y Yescarta (células CAR-T dirigidas por CD19) fueron
aprobadas por la FDA. Por lo tanto, La combinacién de la tecnologia CRISPR /
Cas9 como herramienta de ingenieria del genoma y la terapia con células CAR-
T (células T disefiadas que expresan receptores de antigenos quimeéricos) puede
conducir a una mejora adicional en la eficiencia y seguridad de las células CAR-
T. Este articulo revisa el mecanismo y la aplicacion terapéutica de la tecnologia
CRISPR / Cas9, la precision de esta tecnologia, la inmunoterapia del cancer por
células CAR T, la aplicacion de la tecnologia CRISPR para la produccién de
células CAR T universales ha mejorado su eficacia antitumoral para terapia con
células CAR-T (Sterner et al 2019).

8.2.7 EXPANSION DE CELULAS T

Durante la expansion de las células CART, el numero de células aumenta
continuamente, por lo que el volumen de medio de cultivo tiene que modificarse
mediante mas o0 mayores matraces o placas de cultivo de tejidos. Esto complica
enormemente el proceso de fabricacion y no es compatible con la produccion a
gran escala. Por tanto, se han desarrollado bolsas de cultivo estaticas que
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permiten una manipulacion abierta menos manual, ya que la conexion por tubos

se puede realizar en condiciones estérile (Vormittag, 2018).

Ademas del vector CAR y la estrategia de activacion de células T, la estimulacion
ex vivo con citocinas de cadena y suplementadas durante el proceso de
produccion de células CART es otro factor importante que influye en la
composiciéon, calidad y fenotipo del producto final de células CART. Los
receptores para las citocinas de la familia de la cadena y, como IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, IL-15 e IL-21, tienen una cadena y o CD132 comun. Las dos estrategias
mas comunmente utilizadas para la produccion de células CART se basan en IL-
2 0 IL-7, con o sin IL-15. Hasta ahora, la IL-2 se utilizé principalmente para la
expansion de células T en estudios clinicos previos. Por ejemplo, IL-2 se
complementa para la produccion de Yescarta ® (Axicabtagene Ciloleucel) (Locke
et al 2019). Sin embargo, la expansion de células T ex vivo en presencia de IL-2
puede conducir a un fenotipo mas diferenciado y agotado y puede reducir la
persistencia de las células T. Se demostrd que la expansion con IL-7 / IL- 15
mejora la activacion y la proliferacion en comparacion con IL-2. Ademas, se
informé que una combinacién de IL-7 / IL-15 promueve la supervivencia y el
mantenimiento de las células T menos diferenciadas, como las células T Ny las
células T con alta expresion de CD62L y CCR7. Se informd que la
suplementacién de IL-15 sola puede conducir a una expresion reducida del
marcador de agotamiento, un aumento de las propiedades antiapoptoticas, una
proliferacion mejorada y la preservacion de un fenotipo T SCM en comparacién

con IL-2.

Ademas, la IL-15 indujo una reduccion de la actividad de mTORC1, una
disminucién de la expresion de la enzima glucolitica y una mejora de la aptitud
mitocondrial, lo que condujo a la prevencién de la diferenciacion de las células T
(Mitsuyasu, 2006).

En la transferencia de células adoptivas, IL-21 puede suprimir la diferenciacién
inducida por antigenos de células T CD8 +, mientras que IL-2 e IL-15 mejoran la
diferenciacion en células T, ademas, IL-21 medioé una mayor expresion de CD62L

en comparacion con IL-2 e IL-15, asi como una mayor actividad antitumoral. La
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transferencia adoptiva de células CART especificas de CD19 estimuladas por IL-
21 dio como resultado un mayor control de las neoplasias malignas de células B

en modelos preclinicos (Shing et al 2011).

En resumen, la suplementacion de citocinas durante la expansion ex vivo de las
células CART es esencial e indispensable para los protocolos de fabricacion de
células CART. Los estudios actuales se basan principalmente en IL-2, IL-7, IL-
15 e IL-21. La composicion Optima de citocinas, asi como el papel de otras

citocinas para la generacion de células CART, adn no esté claramente definida.

8.2.8 CRIOPRESERVACION

La criopreservacion de las células CART al final de la produccién es obligatoria
para las pruebas de control de calidad en la mayoria de los enfoques de terapia
celular CART aplicados actualmente y permite el transporte del producto final
desde los sitios de fabricacion hasta los centros clinicos. Ademas, la
administracion del producto es mas flexible y los pacientes posiblemente podrian
recibir mdultiples tratamientos con células CART. Se inform6é que la
criopreservacion de las células CART durante un maximo de 90 dias no
obstaculizé la viabilidad, la recuperacion y la eficacia de la transferencia génica
de las células CART criopreservadas (Dull 2015) Aunque la funcionalidad de las
células CART criopreservadas directamente después de la descongelacién se
redujo, una incubacién durante la noche a 37 ° C condujo a la recuperacién del
duro proceso de congelacion-descongelacién con la funcionalidad restaurada de
las células CART. Ademas, las células CART que se han criopreservado y
descongelado inmediatamente antes de la transfusion mostraron una
persistencia y eficacia in vivo similares a las de las células CART frescas
(Naldinni, 2009).

8.5.6 CARTS APROBADOS POR LA FDA Y LA EMA

El primer tratamiento de células CAR-T aprobado por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), en agosto de 2017, es
tisagenlecleucel. Esta indicado en pacientes de hasta 25 afios con leucemia
linfoblastica aguda de precursores de células B refractaria 0 en segunda o

54



posterior recidiva. También tiene indicaciones en pacientes adultos con linfoma
de células B grandes en recaida o refractario después de dos o mas lineas de
terapia sistémica, incluido el linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) no
especificado, linfoma de células B de alto grado y DLBCL que surge de folicular.
linfoma EIl segundo tratamiento de células CAR-T aprobado por la FDA de EE.
UU., en octubre de 2017, es axicabtagene ciloleucel, que esta indicado para el
tratamiento de pacientes adultos con linfoma de células B grandes en recaida o
refractario después de dos 0 mas lineas de terapia sistémica, incluido DLBCL no
especificado, linfoma de células B grandes del mediastino primario, linfoma de
células B de alto grado y DLBCL que surge del linfoma folicular (Chen et al 2021).
Los sindromes linfoproliferativos y las neoplasias hematolégicas constituyen un
conjunto de patologias altamente heterogéneo, de dificil clasificacion, entre las
gue se incluyen una vasta mayoria de los ya mencionados linfomas no hodgkins,
las leucemias linfoblasticas agudas B y la linfocitica crénica B (Griffioen et al
2009).

Se estima que este grupo de enfermedades tienen una incidencia de 15 a 25
casos por cada 100.000 habitantes al afio y comparten la caracteristica de
expresar de forma muy generalizada el marcador CD19, que al parecer
constituye un marcador bastante importante para la supervivencia celular y
proliferacion de las células malignas y que por lo tanto la represion de su
expresion suele ser rara constituyendo una excelente diana para la
inmunoterapia con CARTS, pues pese a estar también expresado de forma
extendida a lo largo del linaje B, su eliminacién puede ser médicamente
controlada para que no resulte un peligro para la vida del paciente (Kochenderfer
et al 2012).
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Fiqura 13, Tomografias computarizadas del paciente 7 del ensayo clinico _descrito,

mostraron una adenopatia extensa en la imagen A antes del tratamiento, en la imagen B

se observé gue después de la infusién |la adenopatia retrocedié en el dia 32 y por dltimo

en la imagen C los ganglios linfaticos agrandados continuaron retrocediendo

sustancialmente entre 32 v 132 dias después de la infusién de células T. ( Imagen
modificada de Kochenderfer et al 2012)

Actualmente existen en todo el mundo estudios que sustentan y han
documentado la seguridad y eficiencia de las terapias CART, uno de los
primeros ensayos que superaron la fase preclinica (Kochenderfer, 2010) y
hasta el momento, varios centros de medicina interna y pediatrica han sido
certificados para el tratamiento con terapias de células T con CAR que estan
asociadas con considerables esfuerzos logisticos y de infraestructura
adicionales (Vucinic, 2021).

Europa
82 estudios

Estados Unidos Egran[mda China
314 estudios ) 464 estudios
Alemanla
28 estudios
A Reino
Unido
27 estudios

(b

Figura 14. Estadisticas de estudios actuales de Terapia CART en el mundo,

financiados por sector industrial y publico en gris, (Imagen modificada de

Vucinic 2021)
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Las terapias autorizadas Tisagenlecleucel y Axicabtagén ciloleucel fueraon las
primeros en ser respaldados por el plan PRIME (PRlority Medicines) que apoya
el desarrollo de medicamentos indicados para una patologia sin tratamiento, los
dos receptores de antigeno quiméricos (CAR) de células T terapias fueron
aprobados con los nombres comerciales Kymriah ™ (tisagenlecleucel) para el
tratamiento de pacientes pediatricos y adultos jévenes con leucemia linfoblastica
aguda (LLA) precursora de células B refractaria o recidivante y Yescarta ™
(axicabtagene ciloleucel) para el tratamiento de pacientes adultos con linfoma de
células grandes B, ambos son células T autdlogas modificadas genéticamente,
expresan un CAR especifico de CD19, lisan dianas positivas para CD19 (células
de linaje B normales y malignas).(FDA 2017) y su diferencia esta en los vectores
utilizados, lentivirales para Kymriah ™ y Y- retrovirales para Yescarta ™ con una
tasa de respuesta fue del 83% segun datos reportados de mdultiples ensayos
clinicos y numerosos informes han destacado draméticamente el potencial de
salvar vidas de Kymriah ™ y Yescarta ™, y se han acufiado como “drogas vivas”
y las especificaciones de los farmacos estan descritos en la figura 15. (Novartis,
2017).

Durante los ensayos se observaron algunos efectos secundarios asociados a
sindrome de liberacion de citocinas sin embargo, algunos de los protocolos
utilizan farmacos profilacticos como acetaminofén o difenhidramina via
intravenosa para prevenir y evitar las toxicidades fatales y potencialmente
mortales, ademas de hacer énfasis en se la capacitacion obligatoria, monitoreo
cuidadoso y regulacion tanto del personal como del lugar donde se realiza la
terapia, para la deteccién temprana y el tratamiento de complicaciones posterior
a la infusion que requieren vigilancia hospitalaria durante los 7 dias posteriores

de iniciado el tratamiento (Bouchkoujet al 2019).

La eficacia de la terapia con células CAR T se basa no solo en las funciones
antitumorales de las células CAR T, sino también en su expansion y persistencia
in vivo, por lo tanto, la identificacion de la composicion celular éptima sigue
siendo un area crucial de investigacion. En la gran mayoria de los ensayos de
células T con CAR CD19, los pacientes recibieron células T con CAR autélogas,

sin embargo, las investigaciones actuales se basan en la mejora y vias alternas
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que puedan hacer mas eficiente la terapia, usando transferencia génica no viral,
o usando células alogénicas de donantes para mediar la remision de la
malignidad sin causar rechazo de injerto contrahuésped y garantizar una
produccion confiable de las células CAR T "listas para usar" generadas a partir
de donantes sanos (Magalhaes et al 2020).
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*Via de adminitracion: intravenosa

*Almacenamiento: bolsa de perfusion de etilenvinilacetato (EVA) de Kymriah
contiene células de tisagenlecleucel

*Composicién cualitativa: células autologas geneticamente modificadas que
expresan un receptor de antigeno quimérico anti-CD19

«Composicién cuantitativa: Cada bolsa contienen un total de 1,2 x 10% a
6 x 108 de células T CAR positivas viables.

*Forma Farmacéutica: Dispersion para perfusion, incolora ligeramente amarillenta.

*Posologia:
Pacientes pediatricos y adultos jovenes
50 kg o menos: 0,2 a 5,0 x 106 de células T CAR-positivas viables/kg de peso
corporal y paciente de mas de 50 kg: 0,1 a 2,5 x 108 de células T CAR-positivas
viables (no basado en el peso)
Pacientes adultos: 0,6 a 6 x 108 células T CAR-positivas viables (no basado en el
peso).
*Indicaciones:LLA de células B, LBDC

Yescarta

*Via de adminitracion: intravenosa
*Almacenamiento: bolsa de perfusion de etilenvinilacetato (EVA)

«Composicién cualitativa: células autologas genéticamente modificadas que
expresan un receptor de antigeno quimérico anti-CD19

«Composicidn cuantitativa: Una dosis Unica de 68 ml en una bolsa de perfusion
de Yescarta contiene 2 x 108 células T CAR positivas viables por kg de peso
corporal

*Forma Farmaceéutica: Dispersion para perfusion, transparente a opaca, de color
blanca a roja

*Posologia:e 2 x 10° células T CAR positivas viables por kg de peso corporal (o un
méaximo de 2 x 108 células T CAR positivas viables para pacientes que pesen 100
kg o mas)

*Indicaciones:LBDCG, LBPM y LBDCG derivado de linfoma folicular

Figura 15 Descripcion de fichas técnicas de cada uno de los CART autorizados
por FDA vy EMA, informacién obtenida de EMA vy Novartis.




10.DiIScuUsSION

La inmunoterapia de células adaptadas, que utiliza células CAR-T aut6logas, es
una terapia emergente en tumores sélidos y canceres hematoldgicos, que
combina la especificidad de los anticuerpos monoclonales con la potente
citotoxicidad, el potencial de expansion y la persistencia a largo plazo de los
linfocitos T citotéxicos, por medio de ésta revision de articulos que describen la
eficacia y la seguridad de la terapia con células CAR-T autorizados por la FDA 'y
la EMA, se observd una elevada efectividad, para pacientes con neoplasias
malignas hematoldgicas, y una variabilidad significativa més baja entre los
estudios de terapia de células CAR-T no dirigidas a CD19 y tumores solidos.

Se observé una heterogeneidad para el resultado de respuesta completa entre
los estudios combinados de terapia de células CAR-T dirigidas a CD19, en
particular, los pacientes con LLA de cancer hematologico, con una respuesta
significativamente mayor en comparacion con los pacientes con leucemia

linfocitica crénica.

En los resultados obtenidos de diferentes estudios que llegaron a fase clinica, se
demostré que la terapia de células T con receptor de antigeno quimérico (CAR)
dirigido a CD19 es un revolucionario pilar para el tratamiento de varios tipos de
cancer hematoldgico, sus respuestas clinicas han sido notables especialmente
para ciertos subconjuntos de leucemia o linfoma de células B, esta terapia pudo
desarrollarse y aprobarse, gracias al estudio e identificacion de antigenos sobre
expresados en las células tumorales para el disefio y modificacion genética de
los Linfocitos T citotoxicos, por medio de vectores virales, obteniendo resultados
clinicos preliminares y preclinicos exitosos, con la capacidad de reconocimiento
especifico de los antigenos diana, amplia aplicabilidad para pacientes
resistentes a terapias convencionales, capacidad para eludir el "escape del
tumor", y administracion rapida de una poblacion de linfocitos T especificos del

tumor con ceélulas autologas.
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Se describen multiples desafios por resolver para el mejor manejo de las
barreras y limitaciones que incluyen toxicidades, actividad antitumoral modesta
para algunos tumores solidos, escape de antigenos, trafico restringido e
infiltracion tumoral limitada y, el mas reportado, el sindrome de liberacion de
citoquinas y la neurotoxicidad entre los estudios de cancer hematolégico. Estos
son efectos secundarios Unicos y a menudo graves, sin embargo, los estudios
no proporcionaron una clasificacion sobre la gravedad de los eventos,
Unicamente referia algunos los métodos profilacticos utilizados por medio de
antipiréticos o esteroides en bajas dosis, para la limitaciébn de los efectos
secundarios y asociandose mas bien a la eficacia limitada que provocan estos

eventos.

Los resultados observados respaldan los tratamientos aprobados actualmente y
también identifican las lagunas de conocimiento que se pueden estudiar e
investigar para diferentes tipos de cancer, la oportunidad de investigacién sobre
nuevos antigenos para aplicaciéon de terapias de células adaptadas en tumores
sélidos, usando el fundamento biolégico de la inmunoterapia CART, representa
una amplia area de estudio, buscando resolver las complicaciones actualmente
descritas para evitar los efectos secundarios asi como la mejora del método de
transferencia de genes por medio de adenovirus, retrovirus y lentivirus porque a
pesar de que estos vectores pueden ser manipulados de forma relativamente
facil como virus no replicativos y producidos en grandes cantidades; su limitada
capacidad para incluir transgenes grandes y su inmunogenicidad presentan
inconvenientes en su aplicacion terapéutica, pues al infectar humanos de forma
natural generan respuestas inmunolégicas neutralizando su eficacia y en el caso
de los vectores retrovirales debido a la capacidad semi-aleatoria de su
integracion, que puede causar genotoxicidad, mientras que los vectores

lentivirales reducen la posibilidad de efectos mutagénicos.

Se han considerado nuevas alternativas para la recombinacion genética que
permitan la expresion de los receptores quiméricos en la superficie de las células
T, lo que puede disminuir el riesgo de mutagénesis, por lo que las expectativas
completas de las células CAR T se cumplird plenamente cuando se optimicen la
gestion de la toxicidad y la eficacia, después de probar diferentes niveles de
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dosis y programas, se puede concluyé que los esquemas de dosificacion
fraccionada que utiliza puede permitir una respuesta adaptativa y maximiza la
seguridad al tiempo que conserva la eficacia, lo que permanece en estudio, ya
que la posologia de las terapias autorizadas no hacen referencia a esta opcién

para el tratamiento y seguimiento de los pacientes.

Otra observacion importante fue la descripcion de la efectividad y viabilidad de
los estudios han demostrado que los CARs de diferentes generaciones,
explicando que los de primera generacidn se activan en ausencia de una
segunda sefal pero generalmente sufrian apoptosis y no lograban una
proliferacion suficiente para poder llegar a fases Il de ensayos clinicos,
comparado con los CAR T de segunda y tercera generaciébn que ahora se
encuentran aprobadas abiertamente y porque los receptores de cuarta
generacion se encuentran en desarrollo para tratamientos de tumores solidos

por medio de administracién intratumoral e intracavitaria.

El desarrollo de esta tecnologia contra los antigenos CD19, CD20, CD22, CD30
y CD138 ha revolucionado el tratamiento de neoplasias hematoldgicas
recurrentes como linfoma Hodgkin y no Hodgkin, leucemia linfoblastica aguda
(LLA), leucemia linfocitica crénica B (LLC) y mieloma multiple, que son los tipos
de cancer méas sensibles a esta terapia, la tasa de éxito de esta terapia esta
directamente relacionada con la preparacion previa del paciente, que aunque no
estd completamente estandarizada segun las revisiones de ensayos clinicos que
se utilizaron como base para desarrollar esta investigacion la linfodeplecion ha
jugado un papel sumamente importante en el momento de aplicar la terapia. En
estos casos, la quimioterapia suele ser el estandar de tratamiento, seguido de
una aplicacion, aunque para ello se debe alcanzar un estado clinico con

enfermedad residual minima negativa.

La precisidon con la cual las células T han sido disefiadas para reconocer el tumor,
ciertamente reduce el riesgo de efectos adversos generales como el observado
en las quimioterapias convencionales, sin embargo, algunos de los estudios han
reportado fendmenos de toxicidad con un rango de intensidad variable, mediado

por las propias células inmunoldgicas transferidas. Algunos ejemplos son el
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sindrome de liberacion de citoquinas (SLC) proinflamatorias como IL-1, IL-6, TNF
e IFN-y, provocado por la activacion masiva de los linfocitos T que puede llevar
a la caida de la presion arterial y complicaciones neurolégicas y el sindrome de
lisis del tumor que desencadena una serie de complicaciones metabdlicas que
pueden llevar a la falla renal aguda, derivada de la liberacién masiva de potasio,
fosfato y acidos nucleicos a causa de la muerte tumoral por lo que se el protocolo
para preguntarnos si las estrategias de mitigacion, incluido un esquema de
dosificacion fraccionada, podrian mantener altas tasas de respuesta con una

tolerabilidad aceptable en pacientes adultos con LLA.

Los casos de éxito de los CARs en los ensayos clinicos llevaron a la aprobacion
de la FDA para uso clinico dentro de los cuales encontramos nombre como
Tisagenlecleucel, decabtagene vicleucel y lisocabtagene maraleucel, generados
por medio de ingenieria genética y usando vectores virales como transportadores
que permite introducir el material genético de interés en el paciente durante la
evolucion, y logrando para la preservacion prolongada de su propio material
genético generando procesos de supresion o modificacion de mecanismos

protectores en el organismo huésped, sin poner el riesgo al paciente.

Los estudios en el area de la inmunooncologia dirigidos a terapia CART se han
dirigido en la mejora de la bioseguridad y funcién de células para evitar y prevenir
las distintas complicaciones suscitadas por la actividad de las células T-CAR e
impulsar la seguridad de la terapia, por medio de un esquema de dosificacion
fraccionada que permita una dosificacién adaptativa en la que solo los pacientes
con mayor probabilidad de responder, recibird esta dosis mas baja, es posible
que tuvieran una toxicidad mas severa, y nuestra estrategia potencialmente
mitiga esto. Y se observo que los pacientes que no tenian tormenta de citocinas
temprana recibieron una serie de dosificaciones y no experimentaron toxicidad
excesiva relacionada con sindrome de liberacién de citocinas, por el contrario,
los pacientes que recibieron dosis Unicas y altas, si tuvieron presentaciones
toxicas severas, lo que resulto en efectos toxicos multisistémicos en algunos

ensayos.
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Se ha determinado en diversos estudios que un alto porcentaje de los pacientes
gue logra acceder a esta terapia, ha logrado una remision completa, y un 85% y
70% de sobrevida a 5 afios en pacientes pediatricos y adultos, respectivamente,
sin embargo, aquellos pacientes con enfermedad resistente a quimioterapéuticos
y radiacion por tiempos prolongados tienen un pronéstico menos favorable con
respecto a los que han mostrado una respuesta favorable a los tratamientos, en
los ensayos clinicos de fase Il se han observado regresiones importantes con un
90% de respuestas completas o enfermedad residual minima y definitivamente
el resultado mas estudiado y comprobado ha sido en el tratamiento de leucemia
linfoide aguda utilizando un CAR contra la molécula CD19 con receptores de

segunda y tercera generacion.

A pesar de su sélida eficacia terapéutica, las terapias CAR-T actuales estan
asociadas a multiples limitantes como lo ha sido el sindrome de liberacion de
citocinas y los altos costos, ya que los precios de lista de Kymriah y Yescarta son
$ 475,000 y $ 373,000, respectivamente, lo que para nuestro pais supone un
impedimento debido a la carga financiera que imponen a los pacientes, o a las
instituciones que pudieran desarrollar la terapia, ya que el costo de produccion
del vector viral recombinantes por lo que se han optado por alternativas no virales
que pueden reducir los costos de produccién con plasmidos de ADN, sin

embargo, alin no se encuentra aprobado por la FDA ni la EMA

Las tasas de respuesta altas y duraderas observadas con el tratamiento CAR-T
son prometedoras, sin embargo, debe tenerse en cuenta que los estudios
revisados reportan seguimientos a corto plazo y el potencial de efectos téxicos a
largo plazo requiere un andlisis mas detallado, para poder trasladas estos
resultados a tumores solidos mas agresivos aparentemente incurables, usando

como modelo los resultados observados en tumores.

El conocimiento de la respuesta inmune ha permitido comprender los
mecanismos que permiten a nuestro sistema inmune luchar contra las
neoplasias, asi como aquellos que podrian fallar e incluso ser usados por el
tumor a su favor, pese a esto, aun queda mucho por descubrir y los

conocimientos acumulados en este campo hasta la fecha nos han permitido
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desarrollar una amplia gama de estrategias posibles que pueden ser adoptadas
potencialmente, si bien informes recientes han demostrado el éxito de esta
tecnologia en neoplasias malignas hematoldgicas, la aplicacion de esta terapia
a neoplasias malignas sélidas puede necesitar un mayor desarrollo, ya que las
primeras investigaciones se han centrado en la capacidad de generar de manera
confiable células T dirigidas al tumor, es posible que las células T modificadas
con CAR se vuelvan ineficaces al ingresar al microambiente tumoral supresor,
por lo tanto, el futuro de esta terapia estd en la generacion de células T
modificadas con CAR que resistirdn la apoptosis que se produce para todos los

efectores inmunitarios dentro del microambiente tumoral.

11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La comprensién del proceso de construccion y administracion de la terapia de
células T adaptadas con receptores de antigeno quimérico, representa un area
de oportunidad de investigacion, por la vasta informacion al alcance para
identificar nuevas estrategias de desarrollo y la mejora de los resultados con el
fin de ofrecer nuevas aplicaciones que ofrezcan una terapia con mayor seguridad
y eficiencia, de manera que la medicina personalizada se encuentre al alcance

de mas personas en nuestro contexto social y actual.

La inmunologia y la oncologia tienen una larga relacion, tanto en términos
evolutivos como dentro de las ciencias biomédicas, es asi que la medicina
personalizada contra el cancer es una estrategia prometedora para tratar
enfermedades de forma muy precisa, que funciona estimulando el sistema
inmunologico para apuntar y atacar especificamente blancos celulares y
moleculares, podemos concluir que la terapia CAR-T es una estrategia basada
en la modificacion de linfocitos T celular mediante la administracion de acidos
nucleicos y destinada para el tratamiento del cancer, su eficiencia ha sido
comprobada Unicamente en neoplasias hematoldgicas, pero hoy en dia se sigue
buscando la forma de adaptar estos tratamientos a neoplasia sélidas que puedan
ofrecer a los pacientes oportunidades de recuperacién sin menos secuelas y con

un riesgo de remision bajo durante varios afnos.
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En nuestro contexto social resulta una terapia poco viable por el proceso de
ingenieria genética que no es costeable para instituciones publicas y privadas,
para los investigadores del area en nuestro pais, el costeo resulta complicado,
por el trabajo interdisciplinario que requieren los ensayos clinicos y el disefio
experimental de los mismos, sin embargo, si el desarrollo de los receptores
CART se pudiera realizar por métodos de biologia molecular menos costosos
gue no requieran el uso de vectores virales recombinantes, la posibilidad de uso,
abriria una nueva area de tratamiento real para pacientes con cancer
hematoldgico, que cobra tantas vidas en nuestro pais, otra limitante importante
es que el desarrollo de CARTSs dirigidos contra tumores sélidos no se encuentra
tan avanzado como el de las neoplasias liquidas, a pesar de existir terapias
intracavitarias e intratumorales, con ensayos clinicos de Fase | para
neuroblastoma, glioblastoma y gliomas malignos con evidencia modesta de su
efectividad terapéutica, pero se espera que los CART de cuarta generacion sean
la mejor oportunidad para ofrecer una alternativa confiable y sin riesgos de

toxicidad.

Por ultimo, con esta revision se describieron las principales cualidades
documentadas de una inmunoterapia tumoral exitosa utilizando células T
modificadas con receptor de antigeno quimérico, donde hasta ahora se ha
observado que el antigeno diana, el dominio de sefializacion, la proliferacion, la
persistencia, la funcion retenida, el estado de la enfermedad del paciente y el
régimen de acondicionamiento han sido determinantes de importancia critica,
para la medir la eficiencia terapéutica, determinando como conclusion que el
futuro de estas inmunoterapias estd en el desarrollo de células T diana
tumorales, su optimizacion y mejora de la modificacion genética para que las
células modificadas, puedan superar el microambiente tumoral hostil y estimular
de una forma adecuada una respuesta antitumoral enddgena, sin los efectos

secundarios que ponen en riesgo todo el procedimiento.
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