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Resumen: Distintas formas de inmunoterapia para el cancer resultan en respuestas objetivas y muy
duraderas en los pacientes con melanoma metastatico. Sin embargo, la frecuencia de respuestas
tumorales es muy baja cuando se usan vacunas tumorales, vacunas de células dendriticas, citocinas
o0 anticuerpos inmunomoduladores como el bloqueante del CTLA4. La frecuencia de la respuesta
tumoral puede aumentar de manera espectacular con el uso de la transferencia adoptiva de linfoci-
tos especificos para el cancer. Al introducir genéticamente en los linfocitos de un paciente los dos
genes de un receptor de linfocitos T con alta afinidad para un antigeno de melanoma, se genera
una poblacidn de linfocitos especificos para dicho melanoma. Al transferirlos a pacientes que han
recibido previamente un condicionamiento con quimioterapia, estos linfocitos transgénicos proliferan
rapido e inducen respuestas tumorales. Pero las respuestas no suelen ser duraderas. Para conseguir
un aumento de la respuesta tumoral y de su duracion puede recurrirse al empleo de combinaciones
de nuevos farmacos especificos para oncogenes mutados en el melanoma sin efectos adversos en
la funcién de los linfocitos. Esto puede lograrse con inhibidores especificos del BRAF. Esta com-
binacién aumenta las respuestas en estudios preclinicos y sera probada en clinica en un futuro
inmediato.
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Introduccion

Durante las ultimas décadas se han hecho
grandes avances en la inmunoterapia contra
el cancer. Los mayores avances se han pro-
ducido con el mejor conocimiento de los me-
canismos que permiten estimular respuestas
inmunitarias antitumorales, el conocimiento
de las limitaciones que el sistema inmunitario
utiliza para evitar respuestas contra antigenos
propios, y el desarrollo de técnicas para cul-
tivar células inmunitarias y usarlas para te-
rapéutica humana.! Una de las areas donde
el avance es mas evidente es el melanoma
metastatico, un cancer del cual desde hace

muchos afios se sabe que en algunos casos
puede responder a la inmunoterapia. Actual-
mente, con el desarrollo clinico de los anti-
cuerpos blogueantes del CTLA4 y la terapia
celular adoptiva, en estos pacientes se obtie-
nen beneficios clinicos evidentes.?3

Limitaciones a la inmunoterapia del cancer

El sistema inmunitario humano ha desarrolla-
do numerosos mecanismos para evitar que se
produzcan respuestas autoinmunitarias. Estos
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1. Presentacion suboéptima de antigenos
2. Baja frecuencia de linfocitos T especificos
para antigenos tumorales

dendritica

5. Factores inmunosupresores
en el tumor (Treg, IDO, VEGF,
IL-10, PgE2, TGF-f)

3. Activacién y expansién
limitada de linfocitos

T CD8+ (CTLA4, PD1) Fas/TRAIL

4. Baja expresion de antigenos
por el tumor, que escapan

-
-
a su reconocimiento Perforin/GzB *

6. Insensibilidad tumoral a las sefales
proapoptéticas de los linfocitos citotoxicos

Figura 1. Limitaciones del sistema inmunitario para una inmunoterapia antitumoral efectiva.

mecanismos son explotados por los canceres
para evitar la inmunosupervision, lo que les
permite crecer progresivamente en un hués-
ped con un sistema inmunitario intacto. Una
respuesta inmunitaria adaptiva celular empie-
za con la presentacion de antigenos por una
célula dendritica a los linfocitos CD4 (helper)
y CD8 (citotéxicos). La mayoria de los cance-
res presentan primariamente antigenos autéc-
tonos, con lo que el sistema inmunitario no
esta preparado para reaccionar contra ellos.
Ademas, el desarrollo del sistema inmunitario
prioriza la formacién en el timo de linfocitos
especificos contra antigenos foraneos, eli-
minando los que tienen alta capacidad para
reconocer antigenos autéctonos. Si unos lin-
focitos especificos para antigenos del cancer
logran escapar de estas limitaciones, tendran
que proliferar y escapar de los mecanismos
intrinsecos de regulacién de la respuesta in-
munitaria, circular y llegar al tumor, encontrar
a su antigeno presentado por una molécula
del complejo principal de histocompatibili-
dad (MHC), y ejercer su funcién citotoéxica.
Las limitaciones en este proceso son multi-
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ples, empezando por la presencia de sefiales
coinhibidoras (como el CTLA4 o el PD-1), la
produccion de citocinas inmunosupresoras en
el tumor (como la interleucina 10 o el factor
de crecimiento tumoral beta), la atraccion de
células T supresoras (Treg) o simplemente la
baja presentacién de antigenos por el tumor o
la resistencia del tumor a la muerte por apop-
tosis, que es el resultado final de la accién de
los linfocitos citotoxicos (Fig. 1).

Progreso en el tratamiento
del melanoma con inmunoterapia:
anticuerpos anti-CTLA4

Un avance significativo en el tratamiento del
melanoma metastatico ha sido el desarro-
llo clinico de anticuerpos bloqueantes del
CTLA4, un receptor coinhibidor que tiene un
efecto dominante para inhibir respuestas con-
tra antigenos autéctonos. El anticuerpo ipili-
mumab ha sido aprobado recientemente por
la Food and Drug Administration de Estados
Unidos baséndose en los resultados de dos
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estudios aleatorizados que demostraron un
aumento de la supervivencia en los pacientes
que recibieron este farmaco en comparacién
con otros tratamientos.* Sin embargo, el be-
neficio esta limitado a un pequefio grupo que
tienen respuestas duraderas, alrededor del
10% al 20% de los pacientes. Estas respues-
tas tumorales estan mediadas por una infiltra-
cion intratumoral principalmente de linfocitos
CDS8 citotoxicos.

Terapia celular adoptiva: generar grandes
cantidades de linfocitos antitumorales
para el tratamiento del melanoma

Conceptualmente, el efector del tratamiento
con anticuerpos anti-CTLA4 es el linfocito
CD8 citotoxico. Este linfocito tiene un re-
ceptor de superficie, el receptor de células
T, que le permite reconocer de manera muy
especifica un antigeno (un péptido de 9 ami-
noacidos) presentado por el MHC de clase I.
Si se generan en el laboratorio grandes canti-
dades de linfocitos con un receptor de célu-
las T especifico para un antigeno presentado
por la célula tumoral, pueden administrarse
de vuelta a los pacientes como una terapia
celular adoptiva.® Es posible obtener estos
linfocitos al procesar lesiones tumorales y
expandir los linfocitos intratumorales en in-
terleucina-2, o introduciendo los dos genes
del receptor de células T especifico (cadena
alfa y beta del receptor) en linfocitos usando
vectores retrovirales o lentivirales. La efica-
cia terapéutica de este procedimiento ha sido
demostrada por investigadores del National
Institute of Cancer en Bethesda, Estados
Unidos.5>®

Es importante entender la biologia de la in-
fusion de estos linfocitos. Al poner un gen que
permita el marcado genético de estos linfoci-
tos y detectarlos con técnicas de imagen mo-
lecular basadas en la tomografia de emision
de positrones, puede estudiarse cémo se dis-
tribuyen en el huésped y de qué manera ata-
can al tumor.” Estudios en modelos muridos
han permitido definir las distintas fases que
estos linfocitos transferidos adoptivamente

siguen en el huésped.® Durante el primer dia
se distribuyen en el pulmén, y entre los dias
2y 4 se acumulan en los 6rganos linfoides,
donde empiezan a proliferar y a migrar a los
tumores que expresan su antigeno especifico.
La proliferacion de estas células en el hués-
ped es notable entre los dias 5y 7, cuando
consiguen la maxima actividad antitumoral, y
luego se distribuyen mas promiscuamente por
el cuerpo del ratén.

Estos estudios pueden extrapolarse a la
clinica.® En estudios piloto, la transferencia
adoptiva de grandes cantidades de linfocitos
que expresan un receptor de células T trans-
génico con especificidad para el antigeno de
melanoma MART-1 inducen respuestas anti-
tumorales en la mayoria de los pacientes. Sin
embargo, este efecto no esta siendo duradero
en casi todos los casos, principalmente por-
que los linfocitos pierden su funcionalidad
antitumoral. En el plazo de 1 0 2 meses des-
pués de la transferencia adoptiva han perdido
la capacidad de proliferar, cambian su fenoti-
po y muestran marcadores de agotamiento in-
munitario, y modifican el repertorio de citoci-
nas que producen al ser expuestos al antigeno
para el cual son especificos.

Combinacion de inmunoterapia
con terapias dirigidas

Aparte de los importantes avances en la in-
munoterapia para el melanoma, el desarrollo
de nuevos farmacos que bloquean especi-
ficamente oncogenes conductores del céan-
cer, como el BRAF, esta resultando en una
frecuencia antes inalcanzable de respuestas
objetivas en este cancer.'® Con vemurafenib
(PLX4032) se obtienen respuestas en la ma-
yoria de los pacientes que tienen un melano-
ma con la mutacion BRAFY%¢ pero suelen
ser de duracion restringida.!! Mientras se elu-
cidan los mecanismos de resistencia adquiri-
da a los inhibidores especificos de BRAF,!>14
esta experiencia permite planear estudios en
combinacién con inmunoterapia. EI concepto
cientifico es la inmunosensibilizacién, segln
el cual un farmaco especifico para un oncogén
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mutado en el cancer que no sea importante
para el funcionamiento de los linfocitos pue-
de alterar a la célula cancerigena y hacerla
mas sensible a la inmunoterapia.'® EI primer
paso es demostrar que los linfocitos pueden
funcionar adecuadamente a las concentracio-
nes terapéuticas del inhibidor del oncogén,®
lo que permite planificar estudios en modelos
animales y en clinica.

Conclusiones

La inmunoterapia para el melanoma ha hecho
grandes progresos desde las descripciones de
respuestas espontaneas anecdoéticas en algu-
nos pacientes, la induccién de respuestas con
vacunas o citocinas también con una baja fre-
cuencia, la mas alta frecuencia de respuestas
tumorales con la terapia celular adoptiva, y la
posibilidad de combinar la inmunoterapia con
nuevos farmacos especificos para oncogenes
mutados en este cancer.
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DISCUSION

R. ViLeLLa: A excepcién de que el niumero de
respuestas es muy alto, en el estudio que
has presentado ocurre lo mismo que en el
tratamiento con células dendriticas cargadas
con un péptido: el tumor genera variantes
que dejan de expresar el antigeno, y por lo
tanto continta su proliferacién. Para solu-
cionar este problema, se recomienda cargar
las células con distintos péptidos de distin-
tos antigenos, pero a su vez también limita
sus posibilidades de actuacion. ;0s habéis
planteado redireccionar con varios péptidos
distintos?

A. Rieas: Estamos iniciando un estudio con un
nuevo retrovirus que expresa el antigeno car-
cinoembrionario NY ESO-1. Para intentar so-
lucionar el problema, en él utilizaremos dos
antigenos sin relacion (un antigeno expre-
sado en melanosomas de melanocitos y un
antigeno embrionario que no se expresa en
tejidos adultos a no ser que sea un cancer).
Por otro lado, discrepo de lo que has dicho
sobre las células dendriticas, ya que noso-
tros tenemos pacientes que hace 10 afios si
respondieron al tratamiento con ellas y no
han tenido recaidas. Sin embargo, son muy
pocos pacientes. Lo que vemos con este es-
tudio es que al puentear todo el control afe-
rente de sistema inmunitario y crear linfoci-
tos que tienen una alta actividad citotéxica,
las respuestas iniciales son muy altas, pero
cuando estos linfocitos T pierden su funcién
reaparece el tumor. En comparacién, lo que
hacemos es muy distinto a las técnicas con
células dendriticas, con las cuales teniamos
muy poca respuesta, aunque duradera, con
CTLA4.

F. Ruiz-CaBeLLo: Has explicado que la pérdida
de respuesta se debe exclusivamente a un
problema funcional de los linfocitos T, pero
esta bastante bien contrastado que ante la
pérdida de respuesta no sélo hay que con-
siderar la pérdida funcional de los linfoci-
tos T sino también el escape inmunitario
por seleccién de variantes no inmundgenas

por pérdida del antigeno tumoral o de mo-
|éculas HLA. Por otro lado, para comprobar
si el problema es sé6lo por pérdida funcional,
podria modificarse el protocolo de vacuna-
cion; por ejemplo, se podrian reinfundir los
linfocitos y observar si se vuelve a producir
la misma cinética de destruccién del tumor.

A. RiBas: La idea de reinfundir los linfocitos
esta limitada por todos los procesos a que
sometemos a los linfocitos T, como la linfo-
citopenia, y el factor limitante es la toxicidad
del tratamiento, ya que este procedimiento
equivaldria a realizar dos trasplantes de mé-
dula 6sea en un paciente en poco tiempo.
Aunque el tratamiento se ha realizado con
pocos pacientes, estamos seguros de que la
pérdida de expresion de antigenos en células
cancerigenas no es tan importante como la
pérdida de funcionalidad de los linfocitos,
basandonos en datos biolégicos, en el de-
sarrollo cronolégico y por los resultados que
vamos acumulando. Tienes razén en que la
pérdida de MHC, de transportadores TAP o
de antigeno conduciria a que nada de esto
funcionara, pero no parece que el tumor ten-
ga esta capacidad de una forma tan rapida.
Aqui tenemos respuestas en los primeros 2 a
3 meses, y los 3 meses siguientes todos los
pacientes presentaron mdultiples recidivas.
No es un clon que empieza a crecer, sino
que crecen en diferentes sitios, lo que indica
que la respuesta inicial no se ha mantenido,
pero estamos abiertos a varias posibilidades.

D. Jaraauemaba: En el caso de que este trata-
miento sea estable y seguro, jos habéis plan-
teado alguna estrategia para poder tratar po-
blaciones reales, en las que la mayoria de las
personas no son idénticas en HLA? Aunque
en vuestro estudio uséis A2 (a pesar de que
es muy comun) y en los que ademas el TCR
es especifico del MHC, ademas del péptido.

A. RiBas: El objetivo del estudio no es conseguir
un tratamiento para pacientes sino entender
conceptos concretos. Tal y como has dicho,
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obviamente, cuando usas un TCR estéas limi-
tado por un HLA. Por otro lado, ahora que
este estudio estéd en marcha, hemos planea-
do hacer TIL (tumor infiltrated lymphocytes),
que no dependen de TCR debido a que son
autélogos y pueden expandirse, y concep-
tualmente su manipulacién y su aplicacién
son mucho mas sencillas. No obstante, esta
Gltima opcién esta limitada por quién paga
el tratamiento. Con terapias como las que he
comentado pueden controlarse mucho mas
las variables y aplicar méas ciencia, por lo
que se conseguirian mas becas, tanto de los
National Institutes of Health como de fun-
daciones privadas. Pero para poder obtener-
las hay que plantear objetivos y preguntas
concretas, y no pretender encontrar un trata-
miento para todo el mundo.

N. Prats: ;A qué atribuis la pérdida de pig-
mentacién de la piel y del pelo? ;También
observasteis el mismo efecto en ratones de
capa oscura?

A. RiBas: Es interesante que en los ratones
sélo observamos vitiligo en la zona del tu-
mor, y en los pacientes, aunque no en todos,
se da casi albinismo completo debido a que
MART-1 se expresa en melanocitos norma-
les. El sistema inmunitario ve tanto las célu-
las normales como las malignas.

L. Awvarez-VaLLina: En primer lugar, jcrees que
el apareamiento que puede ocurrir entre los
TCR y los receptores endégenos puede tener
algo que ver con lo que has comentado? Por
otro lado, ;crees que una aproximacion con
los CAR (chimeric activation receptor), que
ahora estdn muy en boga y dan buenos resul-
tados, podria ser aplicable? Y finalmente, ;nos
podrias decir o perfilar qué ideas tenéis para
intentar restaurar o mantener la funcionali-
dad de los linfocitos T?
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A. Rieas: En relacién con la primera pregunta,
el apareamiento es un problema muy impor-
tante. Nosotros usamos un receptor tisular
que tiene preferencia de apareamiento endé-
geno; el alfa y el beta se aparean muy bien.
Pero hemos tenido que descartar muchos re-
ceptores porque cuando se ponen en sus lin-
focitos, que tienen sus receptores alfa y beta
enddgenos, se produce un desacoplamiento
y la especificidad se reduce por debajo del
25%, porque es preferencial con el end6-
geno. Sin embargo, el que seleccionamos
para llevar a la fase clinica era dominante.
En cuanto a la segunda pregunta, tenemos
interés en los CAR, pero el problema es que
su margen terapéutico es muy estrecho en los
humanos, y desaparecen debido a su inmu-
nogenicidad. Dan una sefializacion a través
de moléculas coestimuladoras y el problema
es que no existe control fisiolégico, ya que
cuando ven al antigeno producen una sefia-
lizacién muy fuerte, y ha habido dos pacien-
tes que murieron debido a toxicidad por una
respuesta exagerada de efectos secundarios.
Y en relacién con la tercera pregunta, para
mantener la funcionalidad de los linfocitos T
tenemos pensado realizar varias cosas. Pri-
mero, dar oligoclonalidad al receptor tisular,
ya que no se le puede dar multiclonalidad.
Segundo, dar CTLA4 para mantener la fun-
cionalidad in vivo. Tercero, basandonos en
los estudios de Davis Baltimore, poner los
TCR en células madre hematopoyéticas, en
las cuales hay una formacién endégena de
linfocitos transgénicos y dominantes, que se
seleccionan en el timo. Para lograrlo, hay que
conseguir linfocitos maduros para que ten-
gan un efecto antitumoral, y posteriormen-
te, al cabo de 2 o 3 meses, estas células se
expandiran, por lo que cuando los linfocitos
T (que tienen una funcionalidad y una vida
media limitada) dejen de funcionar habra un
tratamiento enddgeno.



