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RESUMEN

In the last decades, immunotherapy has witnessed remarkable advancements due to the
development of fascinating strategies for cancer treatment, such as checkpoint blockade
antibodies and adoptive T cell transfer. In this context, chimeric antigen receptor T cells (CAR-
T) emerged as an effort to combine these novel strategies and minimize their individual
limitations. Therefore, this present undergraduate thesis examines the role of CAR-T cells as a
living drug for cancer treatment. These genetically engineered immune cells are designed to
selectively eliminate tumor cells by recognizing a specific antigen on the tumor surface.
Throughout this literature review, the latest advancements in CAR-T cell technology are
examined, including structure optimization and generations, as well as the manufacturing process
for their subsequent clinical application. Gene therapy strategies for introducing the desired CAR
gene are also addressed. Additionally, a comprehensive overview of the current state of therapy
in clinical applications, both in hematologic cancers and solid tumors, is provided, highlighting
the limitations and challenges that need to be addressed to achieve success in each of these
contexts. Later, associated side effects are discussed, and a potential suicide gene-based
mechanism is proposed to mitigate these toxicities and enhance therapy safety. Finally, various
future perspectives are presented that could contribute to improving the identified limitations
during the review. In conclusion, this study provides a comprehensive insight into the use of
CAR-T cells in cancer, emphasizing their potential and the need for ongoing research to enhance

their efficacy and safety for the benefit of oncology patients.

xi



CAPITULO I: Introduccién y objetivos

Céncer es un término genérico que engloba una amplia gama de enfermedades que se
caracterizan por el desarrollo de células anormales en cualquier parte del organismo. Estas
poblaciones de células poseen caracteristicas distintivas: presentan una proliferacion
descontrolada, escasa diferenciacion, y algunas de estas células tienen la capacidad de propagarse
a tejidos u organos adyacentes, asi como lejanos, en un proceso denominado metastasis (1). Esta
transformacion es el resultado de la acumulacién de mutaciones en el tiempo puesto que el
genoma de estas células anormales adquiere alelos mutados de oncogenes, genes supresores de
tumores y otros que controlan de manera directa o indirectamente la proliferacion celular (2)

afectando a diversas funciones a nivel molecular, celular, tisular y sistémico (3).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, ya sea en adultos o en nifios, quedando solo por
detras de las enfermedades cardiovasculares (4). En 2020 el nimero estimado de nuevos casos
fue 19,3 millones y se registraron 9,96 millones de fallecimientos (5). Segin la base de datos
Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) se espera que la incidencia alcance 28,4 millones de
casos en 2040, lo que supone un incremento de casi el 50% respecto a estos ultimos afios, debido
al aumento de la esperanza de vida y de la poblacion, ademas de la exposicion masiva a los

distintos factores de riesgo.

A nivel mundial las tasas de incidencia mas alta se corresponden a: cancer de mama
(11,7%), de pulmon (11,4%), colorrectal (10%), de prostata (7,3%) y de estomago (5,6%); siendo
los de mayor mortalidad el cancer de pulmon (18%), colorrectal (9,4%), de higado (8,3%),

estomago (7,7%) y de mama (6,9%), como se puede ver en la figura 1:

Ndmero Estimado de Nuevos Casos en 2020 Numero Estimado de Defunciones en 2020

Otros Colorrectal
(46%) (9,4%)

Colorrectal
Higado
(8,3%)

BN oo

Total : 19 292 789 Total : 9 958 133

Figura 1: Nimero estimado de incidencia (A) y de defunciones (B) de ambos sexos y edades en el

mundo clasificados por tipo de cancer. Adaptada de: (6)



El cancer no esta causado por un unico factor, sino que es el resultado de la interaccion de
distintos factores de riesgo, siendo asi que entre el 90-95% esta causado por factores ambientales
mientras que el 5-10% restante tiene componente genético (7). El tabaquismo es el principal factor
de riesgo y el mayor responsable del cancer de pulmon, aumentando también el riesgo de sufrir
otros tipos de canceres como de boca, laringe, faringe, etc. Otros factores de riesgo son el alcohol,
obesidad, la radiacion ultravioleta e incluso diferentes agentes infecciosos como el Virus del
Papiloma Humano (VPH) o el Virus de la inmunodeficiencia Humana (VIH), entre otros (8)).
También habria que mencionar otros factores de riesgo como el envejecimiento, la herencia

genética y la acumulacion de dafios en el DNA (9).

Actualmente la investigacion se centra en la busqueda de tratamientos efectivos que
presenten una disminucion de las defunciones, un aumento del porcentaje de supervivencia y del
tiempo libre de progresion (TLP), asi como la respuesta objetiva (OS) en comparacion con los
tratamientos ‘convencionales’ como la quimioterapia o radioterapia. Por ello, la inmunoterapia es
uno de los tratamientos en auge en investigacion que consiste en mejorar la capacidad del sistema
inmunitario para combatir enfermedades. En ella se incluyen los Linfocitos T transducidos con

receptor de antigenos quiméricos (CAR-T).

El objetivo principal de esta revision bibliografica es describir la terapia basada en

Linfocitos CAR-T. Para ello, abordaremos los siguientes objetivos secundarios:
Los objetivos secundarios son:

e Describir las principales bases moleculares y mecanismos de la respuesta inmune
frente a tumores

e Describir las distintas inmunoterapias que llevaron al desarrollo de los CAR-T

e Hacer un analisis del estado clinico en el que se encuentran, detallando su papel
en el tratamiento frente al cancer.

e Valorar los obstaculos y las perspectivas de futuro de la terapia descrita.



CAPITULO II: Material y métodos

Para llevar a cabo esta revision bibliografica se ha llevado a cabo una busqueda
bibliografica de literatura cientifica en relacion con el tema elegido entre Enero y Mayo de 2023,
en libros, diferentes bases de datos y algunas paginas web oficiales tales como la ASCO
(American Society of Clinical Oncology), EMA (European Medicines Agency), FDA (Food and
Drug Administration), NCI (National Cancer Institute), ACS (American Cancer Society) y
SEOM (Sociedad Espaiiola de Oncologia Médica) entre otras.

Para la busqueda de articulos se utilizo la base de datos PubMed desarrollado por el
‘National Center of Biotechnology Information’ (NCBI), con el objetivo de identificar todas las
publicaciones que describan la estructura, funcion, sintesis y aplicaciones de los CAR-T. Los
términos de busqueda que mayoritariamente fueron utilizados son ‘T-CAR cells’, ‘Chimeric
antigen receptor’, ‘adoptive cell therapy’, ‘immunotherapy’ y ‘cancer’. Se presentan dos graficos
que muestran el recuento de articulos disponibles en la base de datos Pubmed, especificamente
enfocados en Inmunoterapias (Figura X.1), asi como la Terapia CAR-T (Figura X.2). Estas
representaciones graficas ofrecen una vision cuantitativa del volumen de investigacion existente

en relacion con estas areas tematicas especificas.

Articulos Fiisponibles sobre Articulos disponibles sobre CARTSs en
Inmunoterapia en Pubmed en los Pubmed por afio en los ultimos 20 afios
ultimos 20 afios
45
800 40
35
600 30
25
400 20
15
200 I I I 10
. I
PO DO DN LG I A NN S N R IR
& ”@« v %@, N %Q\ ANIAN q9\ (19\ %Q\ %@, ,\/@"%@' ﬁ/@, %Q\ N q9\ r\9\ q9\ r\9\ q9\

Figura 2: Grafico representativo de los articulos disponibles en la base de datos Pubmed en los
ultimos 10 afios. Figura 2.1: muestra el nimero de articulos de inmunoterapia. Figura 2.2: muestra los

articulos disponibles solamente de la terapia CAR-T.

Las busquedas anteriores se modificaron mediante operadores booleanos para evitar la inclusion de
articulos centrados en otras terapias adoptivas de células como los NK-CAR, CAR-macrofago o los
trasplantes de células madres hematopoyticas, por tanto la combinacion de términos utilizada finalmente
fue la siguiente “(chimeric antigen receptor[Title/Abstract] OR car[Title/Abstract]) AND (t
cell[Title/Abstract]) NOT (cell, nk[MeSH Terms]) NOT (hematopoietic stem cell transplantation]MeSH
Terms]) NOT (stem cell transplant[Title/Abstract]) NOT (stem cell transplantation[Title/Abstract]) NOT
(car nk[Title/Abstract]) NOT (chimeric antigen receptor nk[Title/Abstract]) NOT (CAR-macrophage
cells[Title/Abstract]) AND (cancer)”



Los articulos obtenidos a partir de la busqueda bibliografica se seleccionaron siguiendo
los criterios de exclusion e inclusién previamente establecidos, incluyendo exclusivamente
articulos basados en los linfocitos CAR-T en relacion con la inmunoterapia como tratamiento
frente al cancer. Se excluyeron articulos que no estaban disponibles en texto completo y articulos
en idioma diferente a espafiol e inglés, ademas de los que no aportaban informacion clara y
suficiente sobre los resultados obtenidos o datos contradictorios con otros estudios llegando a

utilizar 96 de esos articulos

En este trabajo también se consultaron libros de oncologia, inmunologia, patologia y
biologia celular para la elaboracion de diversos apartados tales como la introduccion y el primer

apartado del capitulo tercero (La inmunidad antitumoral).

Por otro lado, para profundizar en ciertos temas de dicha revision se utilizaron otras
palabras clave distintas a las mencionadas como “generation” o “structure” para estudiar las
diferentes estructuras y generaciones del receptor o “solid tumor” o “hematologic neoplasms”

para conocer los avances en estos campos.

Por ultimo, se realizo un analisis de los ensayos clinicos actuales de los T-CAR mediante
la pagina web clinicaltrials.gov siguiendo el diagrama de flujo de la herramienta PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses)(10). El proceso de
busqueda involucrd un cribado exhaustivo y criterios de seleccion para identificar estudios
relevantes, eliminado los ensayos clinicos dirigidos a otras enfermedades como enfermedades
autoinmunes, ensayos en los que se utilizan otro timo de célula como los natural killer, ensayos
donde no se mide la eficacia y seguridad de los CAR-T como objetivo principal ademas de los
ensayos clinicos de terapias combinatorias, entre otros criterios de exclusion obteniendo el

siguiente resultado (figura 3)

N

clinicalTrials.gov Ensryas Eliminados por razenes (n=285):
Auplioaaes * No es terapia T-CAR (n= 130) Incluidos
CAR-T (n=1138) (n=675) +  Terapia combinatoria (n=91) (n=1015)

* Estudios observacionales

‘chimeric antigen receptor’ (n= 837) (n=64)
Total (n=1975) — 1] é

(n=1300)

Figura 3: Diagrama de flujo del proceso de buiisqueda y seleccion de ensayos clinicos utilizando la
herramienta PRISMA. El diagrama de flujo ilustra el proceso sistematico y transparente seguido para
identificar y seleccionar los ensayos clinicos relevantes que se incluyen en el analisis. Siguiendo las
directrices de la herramienta PRISMA se realizd una busqueda exhaustiva en la base de datos de

Clinicaltrials.gov (11) utilizando términos de busqueda pertinentes, cribado y analisis.

Las fuentes consultadas en la realizacion de esta revision bibliogréafica se citan en el

capitulo V.



CAPITULO III: Resultados y discusion

1. La inmunidad antitumoral

El sistema inmunolégico, también conocido como sistema inmune (SI), es un conjunto
de células, tejidos y organos que colaboran en conjunto para la activacion de una respuesta
inmune. Esta respuesta inmunoldgica engloba los mecanismos y procesos para reconocer y
defenderse contra agentes invasores como patdgenos (virus, bacterias, parasitos...) y células
tumorales. Se caracteriza por ser una respuesta altamente coordinada y compleja que involucra
diferentes componentes del sistema inmunologico incluyendo células especializadas (como
Linfocitos, macrofagos, NK y dendriticas), moléculas (como anticuerpos y citoquinas) y érganos

linfoides (como el bazo y ganglios linfaticos), mediante el reconocimiento de antigenos extrafios.

Para que las células tumorales puedan ser eliminadas por el SI, los antigenos tumorales
deben ser presentados a través del complejo principal de histocompatibilidad de clase I o de clase

II (MHC I o II) y que la union antigeno-MHC sea reconocido por un receptor de LT (TCR)
1.1. Inmunidad antitumoral y muerte Inmunogénica

El sistema inmune posee un papel central en la eliminacion de las células tumorales. Este
papel fue propuesto por Paul Ehrlich y posteriormente estudiado en profundidad por Thomas y
Burnet, quienes propusieron el término “inmunovigilancia” el cual hace referencia a la capacidad
del sistema inmune para detectar y eliminar las células tumorales, evitando el desarrollo de la
enfermedad (12). En la actualidad, este concepto ha sido ampliado hacia la inmunoedicion la cual

consta de tres etapas: eliminacion, equilibrio y escape, las cuales se pueden ver en la figura 4.
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Figura 4: Etapas de la inmunoedicion del cancer. En la grafica se ve el crecimiento del tumor en las

diferentes etapas de la inmunovigilancia desarrollada por Thomas y Burnet

La fase de eliminacion representa la idea clasica de la inmunovigilancia propuesta por
Burnet. Después de que se haya producido la transformacion y hayan fallado los mecanismos
supresores de tumor intrinsecos no inmunologicos, se activa conjuntamente el sistema inmune

innato y adaptativo para destruir el tumor, (13) ya que es capaz de reconocer antigenos tumorales



especificos y desarrollar una respuesta efectora adecuada sobre las células transformadas que los

expresan.

Sin embargo, si no se logra erradicar el tumor, se entra en la fase de equilibrio, en la cual
el crecimiento se restringe inmunolégicamente, pero no se elimina por completo. La duracion de
esta fase varia en cada paciente ya que esta influida por la estructura y el ambiente tumoral
supresor (TME) establecido. Este estado de equilibrio puede llevar al escape tumoral, donde las
células tumorales reclutan células del SI para crear un TME inmunosupresor y estas células a su

vez inducen a las células tumorales a expresar moléculas de control inmunitario (13).

Por otro lado, la muerte celular inmunogénica (MCI) es una forma de muerte celular
regulada que activa la inmunidad adaptativa mediada por linfocitos T citotoxicos formando
memoria inmunoldgica a largo plazo (14). Estéd asociada con la liberacion de patrones moleculares
relacionados con dafios celulares (DAMPs). Para que la MCI establezca una respuesta inmune
adaptativa, es importante contar con factores (tabla 1) como: la antigenicidad (capacidad de una
molécula o antigeno para ser reconocido por los anticuerpos que constituyen una respuesta
inmunitaria y viene dada por la expresion y presentacion de antigenos que no inducen la
eliminacion clonal del huésped), la adyuvanticidad (liberacion de DAMPs debido al estrés o dano

celular) (15) y un microambiente permisivo (14).

Con respecto a la antigenicidad, en ausencia de antigenos no sujetos a la tolerancia central
o periférica, la MCI solo puede desencadenar respuestas inflamatorias sin activar la inmunidad
adaptativa. Sin embargo, cuando hay antigenicidad presente y suficiente adyuvancia la MCI
puede activar la respuesta adaptativa. En caso contrario se induciria un estado de tolerancia. En
el caso de los tumores, la alta tasa de mutaciones en las regiones codificantes del genoma
(mutaciones puntuales de cambio de marco de lectura y no sinénimas) puede dar lugar a la
exposicion de neoatigenos tumorales, incrementando la antigenicidad. Ademas, algunos

autoantigenos de las células cancerigenas también pueden inducir inmunidad antitumoral (15).

Por otro lado, la adyuvancia puede ser inducida por las células cancerosas por la emision
de DAMPs, como el interferén (IFN), trifosfato de adenosina y calreticulina junto con las
citoquinas relacionadas. Estas moléculas desempefian un papel importante en la activacion de la
inmunidad adaptativa a través de la participacion de los receptores de reconocimiento de patrones
(PRR). Sin embargo, es importante destacar que los DAMP no pueden iniciar una respuesta

inmunitaria sin un aumento de la antigenicidad en las células moribundas (15).

Por tultimo, el microambiente tumoral determina si los linfocitos T, activados por las
células dendriticas que responden a la MCI, pueden acceder al lecho tumoral para llevar a cabo

una respuesta efectora y establecer memoria. Factores como la matriz extracelular (MEC), la



polarizacion de los macrofagos hacia un fenotipo proinflamatorio (M1) o antiinflamatorio (M2)

y los ganglios linfaticos que drenan el tumor también influyen en este proceso (15).

Tabla 1: Efecto generado en funcion de los factores que establecen la muerte celular

inmunogénica. Tabla adaptada de: (14)

MUERTE CELULAR INMUNOGENICA

- | + | + | + | +
ANTIGENICIDAD

- | - | - |+ [ =
ADYUVANCIA

- | - | . |+ [ +

MICROAMBIENTE TUMORAL
+/- | +/- | +/- | - | +
EFECTO:
SIN RESPUESTA | INFLAMACION | TOLERANCIA | CEBADO | EJECUCION

1.2. Ciclo de Inmunidad antitumoral

El ciclo de la respuesta inmune antitumoral (Figura 5), comienza con la liberacion y
captura de los neoantigenos, generados durante la oncogénesis, por células presentadoras de
antigenos (APC), como las células dendriticas (DC). Estas células procesan los antigenos y sufren
un proceso de maduracion, el cual implica un aumento de la expresion de diversas moléculas,
como el receptor de quimiocinas CCR7. Este proceso permite la migracion de las DCs a los
ganglios linfaticos, donde podran interactuar con los linfocitos T. Para que se genere una respuesta
T antitumoral, es necesario que este proceso vaya acompafiado de sefiales que eviten la tolerancia
periférica a los antigenos tumorales, como una alta expresion de moléculas MHC y moléculas
coestimuladoras (como CD80, IL1, IFN-a) (16). Esto permite la presentacion antigénica a través
de MHC I a los linfocitos T efectores (T CD8*) o MHC II a los linfocitos T cooperadores (CD4")
(17) lo que desencadena el cebado y la activacion de las respuestas T efectoras dirigidas contra
estos antigenos. En este punto, el equilibrio entre los linfocitos T reguladores (Treg) y los

linfocitos T efectores determina la naturaleza de la respuesta inmune y su resultado.

Los linfocitos T CD8" son una poblacion celular que puede diferenciarse en varios
subgrupos en funcion de los estimulos ambientales que reciben, lo que afecta su funcion. El
subgrupo mas estudiado y relevante es la subpoblacion de linfocitos T CD8 citotoxicos, también
conocidos como Tc1 (18). Este subgrupo es capaz de reconocer y unirse mediante la interaccion
de su TCR con el antigeno afin unido a MHC 1, lo que conduce a la eliminacion de las células
tumorales mediante: exocitosis sinaptica de granulos compuestos por granzimas y perforinas
conocida como “el beso de la muerte”, o indirectamente mediante la secrecion de citoquinas como
el factor de necrosis tumoral (TNF) o el interferon gamma (IFNy) (19). La muerte de estas células
libera mas antigenos tumorales, lo que retroalimenta positivamente la respuesta antitumoral en

ciclos sucesivos (16).
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Figura 5. Ciclo de la respuesta inmune antitumoral. En esta figura se observa los diferentes pasos que
forman el ciclo de la inmunidad tumoral junto a los factores que estimulan (en verde) o inhiben (en rojo) la

muerte de las células tumorales. Adaptado de: (16).
1.3. Evasion de la respuesta inmune por parte de los tumores

En la actualidad, es evidente que el sistema inmunitario puede defenderse y atacar a las
células tumorales. Sin embargo, la alta prevalencia, recaidas y defunciones nos indica que esta
respuesta inmunitaria a menudo es ineficaz. Es por ello, que se reconoce que muchos tumores
tienen la capacidad de evadir el sistema inmunolégico del huésped, lo que se considera una
caracteristica bioldgica distintiva de estos. En consecuencia, uno de los mayores objetivos de la
inmunologia es comprender estos mecanismos con el fin de neutralizarlos y asi detener el

crecimiento tumoral (20).

Las células tumorales generalmente emplean mecanismos adicionales para promover la
tolerancia inmunitaria a lo que se denomina mecanismos de escape de tumor. Uno de estos
mecanismos es la inhibicion de los puntos de control inmunitarios. Estos puntos de control son
moléculas que normalmente regulan la respuesta inmunitaria y previenen la autoinmunidad. Sin
embargo, los tumores aprovechan la propia expresion de estas moléculas, como CTLA-4 (proteina
asociada a linfocitos T citotoxicos) y PD-1 (proteina de muerte celular programada 1), para inhibir
la respuesta de los linfocitos T infiltrantes de tumor (TILs), ya que son dos grandes importantes
reguladores negativos de la respuesta antitumoral. CTLA-4 es una proteina inhibidora expresada
en la superficie de los linfocitos T activados. Cuando estos son activados, CTLA-4 se transloca a
la superficie celular y se une a las moléculas B7 (CD80/CD86) presentes en las células
presentadoras de antigenos (APC). Esta interaccion inhibe la activacion y proliferacion

descontrolada de los linfocitos T, limitando asi la respuesta inmunitaria. Por otro lado, PD-1 es



una proteina inhibitoria expresada en la superficie de varios tipos de células inmunes incluyendo
los linfocitos T. PD-1 se une a sus ligandos, PD-L1 y PD-L2, que se encuentran en las células
presentadoras de antigenos inhibiendo la activacion y funcion efectora de los linfocitos T. Esto
evita una respuesta inmunitaria exagerada y el dafio autoinmune. El problema es que las células
tumorales pueden tener la capacidad de expresar tanto CTLA-4 como PD-L1 inhibiendo la

respuesta antitumoral (20).

La secrecion de moléculas que suprimen la respuesta antitumoral genera un perfil
inmunosupresor en el microambiente tumoral (Figura 6) promoviendo es escape tumoral. Dos de
estas moléculas son: el factor de crecimiento transformador beta (TGF-B) y la interleucina 10
(IL-10), las cuales desempefian multiples funciones inmunosupresoras. Estas citoquinas inhiben
la proliferacion y las funciones efectoras de los linfocitos (B y T), asi como de macrofagos,
limitando su capacidad para reconocer y eliminar las células tumorales. Ademas, activan a los
linfocitos T reguladores (Treg) contribuyendo asi al mantenimiento de un perfil tolerogénico.
Asimismo, estas moléculas promueven la diferenciacion y acumulacion de células supresoras
derivadas de la linea mieloide (MDSC) en la médula 6sea, los tejidos linfoides y en el
microambiente tumoral. Estas células supresoras inhiben las respuestas inmunitarias
antitumorales innatas y mediadas por los linfocitos T mediante la secrecion de citoquinas
inmunosupresoras. Ademas, estas citoquinas poseen la capacidad de modular el microambiente
tumoral al disminuir la produccion de citoquinas proinflamatorias, creando un entorno favorable

para el crecimiento y evasion del tumor (20).
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Por tltimo, la pérdida de la expresion de antigenos tumorales. Esto puede ser debido a la
elevada tasa miotica de las células tumorales y su inestabilidad genética, ya que es comun
encontrar mutaciones en genes que codifican estos antigenos. Si dichos antigenos no son criticos
para la supervivencia o mantenimiento del fenotipo de la célula transformada, esta pasara
desapercibidas para el sistema inmune. Ademas, se observa una disminucion de la expresion de
MHC-I, impidiendo el reconocimiento de las células tumorales por los linfocitos T CD8+. Esto
puede deberse a una disminucién en la sintesis del complejo MHC-I o alteraciones en los
componentes implicados en el procesamiento del antigeno como TAP1, TAP2 o las subunidades

del proteasoma (20).



Por tanto, todos estos mecanismos de escape de tumor permiten a las células cancerosas
evadir la vigilancia inmunologica y desarrollar estrategias para sobrevivir y crecer sin ser atacadas

por el sistema inmunologico.
2. La inmunoterapia oncoldgica

El término ‘inmunoterapia oncoldgica’ se refiere a cualquier tipo de tratamiento basado
en estimular y utilizar el sistema inmunologico del propio paciente para atacar el cancer o
bloquear las vias de inhibicion o escape de El término ‘inmunoterapia oncoldgica’ se refiere a
cualquier tipo de tratamiento basado en estimular y utilizar el sistema inmunologico propio del
paciente para atacar el cancer o bloquear las vias de inhibicion o escape de éste (21). Echando la
vista atras, los primeros intentos de modular el sistema inmunoldgico para tratar el cancer se
atribuyen a los médicos alemanes Fehleisen y Busch, quienes observaron una regresion tumoral
significativa tras una infeccion (22). Mas tarde, William Bradley Coley, conocido como el padre
de la Inmunoterapia, intentd aprovechar la respuesta inmunitaria para tratar sarcomas en 1891
(23,24). Sin embargo, sus logros pasaron desapercibidos hasta medio siglo después cuando se
realizaron varios descubrimientos fundamentales en el campo de la inmunologia relacionados con
la existencia T y funcién de los linfocitos, se produjo una expansion en el estudio de la
inmunoterapia abriendo una nueva era en los tratamientos oncoldgicos. Gracias a estas terapias,

se ha logrado una respuesta duradera y exitosa en pacientes con canceres avanzados (25) .

En la actualidad existen una amplia variedad de inmunoterapias disponibles (figura 7),
siendo los anticuerpos monoclonales (mAbs, siglas en inglés) y la transferencia adoptiva de

células T (ACT) las bases de la terapia CAR-T.

Inmunoterapia oncoldgica

Inmunoterapia adoptiva Anticuerpos monoclonales (mAbs)
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Figura 7: Enfoques actuales en el campo de la inmunoterapia frente al cancer. TCR: Receptor de
linfocitos T, CAR-T: receptor de antigenos quimérico de linfocitos T, DC: células dendriticas, Ig:

inmunoglobulina, ICIs: inhibidores de punto de control inmunitario. Adaptada de: (26).
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2.1. Anticuerpos monoclonales moduladores

Los anticuerpos monoclonales (mAB) son proteinas disefiadas in vitro para imitar la
funcién de los anticuerpos naturales. Tienen dos principales caracteristicas: se denominan ‘mono’
porque estan disefiados para reconocer solo un tipo especifico de antigeno y ‘clonal’ porque se
pueden multiplicar in vitro para obtener una dosis terapéutica clinicamente eficaz (25) con una

poblacion ilimitada del mismo anticuerpo sin diferencias ente lotes de produccion.

La caracterizacion de antigenos asociados o especifico de tumor nos permite generar
mAB especificos contra ellos, impidiendo que dicho antigeno se adhiera a su receptor en la
superficie de la célula o marcando el antigeno para su destruccion mediante citotoxicidad mediada
por el complemento (CDC) o citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC). El mayor
obstaculo es la identificacion de los antigenos de las células cancerigenas que puedan ser atacados

sin dafar los tejidos sanos (25).

El primer mAB aprobado por la FDA en 1997 para tratar el cancer, especificamente el
linfoma No-Hodgkin, fue Rituxinab (27) el cual se une de manera especifica a la molécula CD20+

produciendo la deplecion de las células B CD20+ (28).

Hoy en dia la terapia con anticuerpos monoclonales mas usada consiste en la modulacion
de los puntos de control inmunitario, (ICIs, del inglés immune checkpoint inhibitors),
particularmente CTL-4, PD-1 y sus ligandos (PD-L1, PD-L2)(29). Siguiendo esta estrategia la
FDA ha aprobado tres categorias diferentes de ICIs. Estos son inhibidores de PD-1 (Nivolumab,
Pembrolizumab y Cemiplimab), inhibidores de PDL-1 (Atezolimunab, Avelumab y Durvalumab)
¢ inhibidores de CTLA-4 (Ipilimunab) (30).

2.2. Transferencia adoptiva de Células T (ACT)

La transferencia adoptiva de células T (ACT, del inglés ‘adoptive T cell transfer’) es una
terapia altamente personalizada que busca inducir una potente respuesta antitumoral, directa o
indirectamente, a través de la infusion de linfocitos T inmunoldgicamente activos tras ser

manipulados ex vivo e in vitro(21).

Existen diferentes fuentes de obtencion de estas células: células madre diferenciadas in
vitro, donantes compatibles (trasplante alogénico) y del propio paciente (trasplante autdlogo)
(31). Esta ultima opcion es la via preferente porque se evita el rechazo o la enfermedad de injerto
contra huésped (GVHD). El trasplante autdlogo se puede dividir en dos estrategias principales

como se puede observar en la figura 8.
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Figura 8: Diferentes estrategias de Transferencia adoptiva de células T (ACT) para el tratamiento
frente al cancer. Abreviaturas: LT: linfocitos T, TILs: linfocitos T infiltrantes de tumor, PMBC: Células

mononucleares de sangre periférica. Adaptada de: (21)

La primera aproximacion a este campo fue en 1980 cuando se describio por primera vez la
técnica para la generacion de células linfoides humanas con la capacidad de lisar células tumorales
evitando las células sanas. Esto se logré incubando linfocitos de sangre periférica (PBL) en
presencia de Interleucina-2 (IL-2), lo que se denominé células asesinas activadas por linfoquina
(LAKS). Estas células una vez activadas se reinfundieron al paciente, quien también recibi6é una
gran dosis de IL-2. Sin embargo, a pesar de los resultados positivos, se observo que un gran
numero de pacientes experimentaron toxicidades asociadas a las altas dosis de IL-2 requeridas

para lograr una respuesta antitumoral eficaz (21).

En 1982 se origind la terapia con linfocitos infiltrantes de tumor (TIL), grupo heterogéneo
de linfocitos (T y NK) (21) con la capacidad de reconocer y atacar células cancerigenas de forma
natural, por lo que les convierte en las células efectoras mas efectivas del sistema inmune para
combatir el cancer (32). Los TILs reconocen antigenos asociados a tumores (AATS) a través del
receptor endogeno de linfocitos T (TCR)(21), pero el principal inconveniente es el niimero
limitado de linfocitos disponibles, ademas su obtencion es costosa, larga (6-8 semanas) y dificil

de estandarizar (33).

3. ¢Qué es un linfocito T transducido con receptor de antigeno quimérico (CAR-
T)?

Basandonos en los tipos de inmunoterapia descritos anteriormente, los receptores de
antigenos quiméricos (CAR, del inglés Chimeric antigen receptor) han surgido como una
tecnologia prometedora en el tratamiento del cancer. Estas proteinas sintéticas estan disefiadas

para ser expresadas en la superficie de las células citotoxicas del sistema inmunolégico (IECS),
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con el fin de mejorar el reconocimiento y la destruccion de células especificas, incluyendo las

tumorales (34).

Un ejemplo del uso de los receptores de antigenos quiméricos son los linfocitos CAR-T
(““Chimeric Antigen Receptor T-Cell”). Estos son linfocitos T estan modificados genéticamente
para expresar en su superficie celular el receptor sintético. Este receptor les confiere la capacidad
de reconocer y atacar de forma especifica las células cancerigenas al dirigirse a antigenos
tumorales especificos (35). Este proceso combina las propiedades citotoxicas propias del linfocito
T con la especificidad proporcionada por un dominio de reconocimiento de alta afinidad,

generalmente derivado de un anticuerpo monoclonal (mAb) (36).

3.1. Estructura de los receptores de antigenos quimeéricos

Los receptores de antigenos quiméricos (CAR) se componen de cuatro dominios
distintos: el ectodominio o dominio extracelular, el dominio bisagra, el dominio transmembrana
y el endodominio o dominio de sefializacion intracelular (37). Cada uno de estos dominios
desempefia un papel importante en la funcion del receptor y, por tanto, la composicion precisa de

cada dominio es crucial para su correcto funcionamiento (38—40).
3.1.1. Ectodominio

El dominio extracelular o ectodominio (ECD) desempefia un papel fundamental en la
especificidad del antigeno diana dado que contiene el anticuerpo responsable del reconocimiento

del antigeno.

Esta formado a partir del fragmento variable monocatenario (ScFv) que consta de una
cadena pesada y otra ligera, de una inmunoglobulina, fusionadas mediante un péptido espaciador
de longitud aproximada de 15 residuos (41). Este dominio forma parte de un anticuerpo sintético
con mayor afinidad por el pMHC (péptido MHC) en comparacion con el TCR (42). El dominio
scFv permite reconocer antigenos especificos de la superficie celular, incluyendo proteinas,
glicoproteinas, carbohidratos, entre otros (43). Esto amplia el alcance de los CAR-T mas alla de
las dianas de péptidos-MHC restringidas al TCR ya que las células CAR-T tienen la capacidad
de reconocer antigenos de superficie de las células tumorales sin la necesidad de que estos estén
presentados por el complejo MHC, lo que les permite reconocer una amplia variedad de dianas

en las células tumorales sin verse afectadas por la pérdida de expresion del MHC.

Se debe destacar que, aunque el fragmento scFv al unirse al antigeno desencadena una
seflal de activacion a través del endodominio, activando las cascadas de sefializacién, aun se

desconoce el mecanismo exacto por el cual ocurre esto.
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En los ultimos afios, han surgido nuevas alternativas al uso del dominio scFv como
dominio principal de interaccién con la diana. Entre estas alternativas, se encuentran los
nanocuerpos, (también llamados anticuerpos VHH). Estos derivan del dominio variable de la
cadena pesada de los anticuerpos (HcAbs) por tanto presentan diversas ventajas frente a los scFv
tradicionales (44) como una menor inmunogenicidad debido a la ausencia de péptidos de union
sintéticos y la eliminacion del origen murino del scFv (39). Ademas, mantienen la capacidad de
union y la especificidad similar a los scFvs tradicionales incluso en ausencia de la cadena ligera
variable y los dominios constantes (45). Los nanocuerpos también evitan la autoagregacion del
dominio scFv, lo que previene el agotamiento prematuro e independiente del antigeno de los
CAR-T, que puede ser causada por la exposicion de residuos hidrofobicos ex en ambas cadenas

variables (46).

Otra alternativa son las cadenas duales. Utilizan el dominio de unién a anticuerpos en su
forma natural de heterodimero, ya que consisten en la expresion simultanea de la cadena ligera y
pesada de una inmunoglobulina, unidas por enlaces disulfuro endégenos con su region constante.
Esta estructura mejora la estabilidad del receptor y evita la agrupacion independiente del antigeno

al igual que los nanocuerpos (47).

Ademas de estos, se han desarrollado receptores nativos y receptores basados en ligandos
como alternativas a este dominio. Estas alternativas reducen la inmunogenicidad debido a su
menor tamafo, disminuyendo el riesgo de desencadenar una respuesta inmune adversa frente al

T-CAR, generando una mayor persistencia de las CAR-T (34).
3.1.2. Bisagras y dominio transmembrana

El ectodominio se conecta al dominio transmembrana a través de un espaciador conocido
como bisagra. Este espaciador suele derivar de la fraccion constante (Fc) de la subfamilia de
inmunoglobulinas IgG (IgG1 o IgG4, principalmente), IgD o el dominio CDS8 (48). Aunque se ha
investigado poco sobre este componente, desempefia un papel importante en la activacion de los
Linfocitos T-CAR, ya que el disefio del espaciador puede modular las distancias de las hendiduras
sinapticas, proporcionar flexibilidad (eliminando impedimentos estéricos) y promover la
dimerizacion (aumentando la fuerza de la sefial de activacion), ademas de reducir las respuestas
inmunitarias innatas no especificas(49). También se ha observado que algunos péptidos derivados
de IgG pueden interaccionar con los receptores Fcy (FcyR), lo que conlleva la deplecion de las
células CAR-T y a una disminucion de la persistencia in vivo. Por ello se estan llevando a cabo
diversas investigaciones para optimizar este dominio a través de mutaciones puntuales que

impidan estas interacciones (50)

Por otro lado, el dominio transmembrana se encuentra entre el dominio bisagra y el

endodominio, y actia como punto de anclaje para la transduccion de sefiales de reconocimiento
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de ligandos al dominio intracelular. Este dominio suele derivar de moléculas CD3-{, CD4, CDS,
ICOS o CD28. Aunque los dominios transmembrana solian considerarse enlaces estructurales sin
mayor interés, ahora se sabe que tienen la capacidad de influir en la funcion efectora de los CAR-
T (38). Por ejemplo, los CAR que contienen el dominio transmembrana CD28 tienden a ser mas
estables que aquellos con CD3-(, pero este tltimo puede dimerizar y facilitar la activacion de los
CAR-T. Ademas, el dominio CD8 libera menos IFNy y TNF y es menos susceptible a la muerte
celular inducida por activacion (AICD) que aquellos que derivan de CD28 (51)

3.1.3. Dominio intracelular o endodominio

El dominio intracelular o endodominio consiste en la cadena zeta del receptor
inmunoglobulina del TCR (TCR CD3{) ((41) o, en su defecto, el dominio de sefializacion
intracelular de otra proteina que contenga un motivo de activacion basado en la tirosina del
receptor inmunitario [ITAM]; el cual es suficiente para inducir la activacion del linfocito T en
funcion del antigeno (52). Sin embargo, como la activacion de estas células modificadas
genéticamente depende de la IL-2 exodgena, los estudios in vivo han demostrado una menor
expansion, estabilidad y actividad antitumoral de las células T-CAR, ya que carecen de
interaccion con receptores coestimulatorios. Para abordar estas limitaciones, se han desarrollado

las siguientes generaciones de CAR (figura 9) (53).
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Figura 9: Representacion de la estructura de las distintas generaciones de CAR. En esta figura se
observan las principales diferencias en la estructura de las distintas generaciones de los receptores

quiméricos de antigenos (CAR) junto a la estructura del TCR.

En los CAR de 2% generacion se afiade un unico dominio de coestimulacion, como CD28
0 4-1BB, entre el dominio transmembrana y el CD3( (34). El dominio CD28, activa la ruta de
sefalizacion a través de la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), lo que induce la

proliferacion masiva de linfocitos T y la produccion de citoquinas proinflamatorias como 1L-2,
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mejorando la persistencia y duracion de las células T-CAR in vivo e in vitro. Por otro lado, 4-1BB
(CD137), activa las vias de sefializacion del factor nuclear NK-KB, la proteina quinasa activada
por mitégenos (MAPK/ERK) (54,55) Actualmente se utilizan en terapias clinicamente aprobadas
como Kymriah® y Yescarta®.

Los CAR de tercera generacion se caracterizan por la incorporacion de dos dominios
coestimulatorios simultaneamente, que pueden ser una combinacion de CD28, ICOS (promueven
la polarizacion Th17), OX40 y 4-1BB. Esta estrategia permite lograr una mayor eficacia
terapéutica en comparacién con las generaciones anteriores, ya que se observa una mayor
persistencia, menor diferenciacion y agotamiento (56). La utilizacion combinada de estos
dominios coestimulatorios ha demostrado ser altamente efectiva en la eliminacion de células

cancerigenas (49,56).

Los TRUCKSs (linfocitos T redirigidos por CAR para la destruccion universal por
citoquinas) representan la cuarta generacion. Estos linfocitos derivan de la tercera generacion y
se utilizan como vehiculos para producir y liberar citoquinas proinflamatorias especificas con el
fin de superar la supresion generada por el microambiente tumoral, reclutar otras células del
sistema inmune y activar la respuesta antitumoral (57). Estas citoquinas son: IL-12, que mejora
la viabilidad de las células T, recluta y activa otras células del SI para mejorar la potencia y la
seguridad ((58), asi como IL-15, IL-18, CCL19 e IL-7. Esta liberacion puede producirse de forma
constitutiva o inducida, por ejemplo, mediante el factor nuclear de activacion de linfocitos T

(NFAT) cuando el linfocito T es activado por el CAR en el tejido diana (26,59).

La quinta generacion de CAR incluye un dominio truncado de la cadena beta del receptor
de IL-2 citoplasmatico con un sitio de union al factor de transcripcion STAT3. De esta manera,
cuando el linfocito es activado a través del CAR, este receptor activa de forma simultanea al TCR,
a través de CD3(, CD28 y la via de senalizacion JAK-STAT3/S, utilizando las tres vias de
activacion fisioldgicas intrinsecas de los linfocitos T. Al ser la mas reciente todavia se esta

investigando su eficacia y seguridad (60)

En los disefios CAR de segunda generacion y posteriores, se ha descubierto que el orden
de los dominios coestimuladores influye en la funcion efectora de los CAR-T. Por ejemplo, se
realizd un ensayo para estudiar las diferencias funcionales entre CAR CD28-CD3{ y los CAR
CD3(-CD28 descubriendo que la primera conformacion secretaba niveles mas altos de IL-2 y
exhibia una actividad sostenida en el tiempo. Actualmente, atn estd por determinar la
combinacion optima de los diferentes dominios para lograr la mayor eficacia del CAR-T contra
el antigeno diana. La personalizacion de estos dominios (figura 10) puede ser una estrategia clave

para optimizar la funcion de estas células y dirigirlas de forma efectiva frente al tumor en funcion
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del resultado deseado. Con todo esto se puede obtener una terapia mas personalizada e

individualizada (49).

ranesuepes o Figura 10: Plano de
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3.2. Generacion y manufactura de linfocitos CAR-T a gran escala de grado clinico

Para lograr el éxito de la terapia con CAR-T, es crucial asegurar una adecuada
transduccion y expansion de las células del paciente. Esto es especialmente importante en
pacientes que han recibido tratamientos previos, como quimioterapia, que pueden comprometer

su sistema inmunologico y dificultar la expansion de las CAR-T necesarias para la terapia (61)

El proceso (figura 11) comienza con una leucoferesis de sangre periférica, que implica la
separacion de los leucocitos del resto de los componentes de la sangre. A continuacion, se realiza
una seleccion positiva de los linfocitos T mediante el uso de microperlas magnéticas recubiertas
con anticuerpos antiCD4 y antiCDS8, lo que permite eliminar células inhibidoras y contaminantes
de la terapia (61). Posteriormente, son activados de manera sostenida in vitro durante 48h con
anticuerpos anti-CD3/CD28 humanizados conjugados con una nanomatriz polimérica coloidal
(62) Este proceso se lleva a cabo en presencia de un coctel de citoquinas, que puede variar segin

el estudio, y puede incluir IL-2 o IL-7/IL-15 (63).

Una vez activados, los linfocitos T obtenidos se modifican mediante la estrategia de
transduccion que generalmente implica el uso de vectores retrovirales o lentivirales, o el sistema
transposon/transposasa (64) y se expanden en un sistema de cultivo cerrado, como bolsas de
cultivo (35%), matraces T (22%) o biorreactores (43%) entre 7-11 dias. A lo largo de los afios, se
ha evolucionado desde cultivos estaticos manuales a utilizar biorreactores cerrados y automaticos
como el ClinicMACS Prodigy (61). Durante la expansion se obtiene un producto mixto formado
por CAR+ y CAR-, con una proporcion variable de CD4 y CDS8 y un fenotipo mas efector,
indiferenciado o de memoria dependiendo del material de partida. Por ultimo, se realizan los
analisis pertinentes de control como inmunologicos, microbioldgicos y de caracterizacion, para
catalogar el producto como apto para uso clinico bajo las buenas practicas de fabricacion (64) y

una vez aceptado, el producto serd inyectado al paciente.

Durante ese periodo de produccion, el paciente se somete a linfodeplecion mediante

quimioterapia (ciclofosfamida/fludarabina). Esto aumenta la probabilidad de tener una respuesta
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duradera, ya que favorece la expansion in vivo de los CAR-T administrados, ademas de eliminar

los linfocitos T reguladores (Treg) que pueden comprometer la terapia (65)
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Figura 11: Generacion de CAR-T de grado GMP. Adaptada de: (66)
3.2.1. Determinacion y seleccion del antigeno diana

Actualmente, uno de los principales desafios para el desarrollo de las terapias con CAR-
T es la identificacion del antigeno diana adecuado y especifico para cada tipo de cancer, ya que
la seleccion de estos antigenos tiene un impacto significativo en la especificidad, eficacia y

toxicidad, determinando su éxito (67,68).

El antigeno diana debe de cumplir con ciertos requisitos. En primer lugar, debe estar
ausente en tejido sano o, si se encuentra en dicho tejido, este debe tolerar la actividad citotoxica
de los CAR-T. En este sentido se distinguen dos tipos de antigenos: antigenos asociados a tumor
(AAT) y los antigenos especificos de tumor (TSA). Los AAT son moléculas que se expresan
selectiva o aberrantemente en células cancerigenas, generalmente en niveles mucho mas altos que
las células normales. Ademas, muchos de estos antigenos son inmunogénicos, convirtiéndolos asi
en dianas potenciales. Estos antigenos son faciles de identificar y compartidos por muchos
pacientes, pero atacarlos supone un mayor riesgo de efectos graves debido a su baja especificidad,
lo que puede resultar en toxicidad “off-tumor on-target”. Por ejemplo, las células CAR-T dirigidas
a HER2 pueden causar dificultad respiratoria y paro cardiaco debido a la presencia de células
normales que expresan este antigeno(69). En el anexo A se listan los principales antigenos
utilizados como diana, asi como las neoplasias y tejidos sanos en los que también estan presentes

y por lo tanto son susceptibles a la accion citotoxica de los CAR-T.

Por lo contrario, los TSA son péptidos disfuncionales derivados de mutaciones somaticas
no sindénimas, como variaciones de un solo nucleotido (SNP), deleciones e inserciones, ente otras.
Solo se expresan en células tumorales, lo que reduce el riesgo de efectos fuera del tumor (68).
Aunque los TSA son el objetivo ideal en la mayoria de las inmunoterapias, la mayoria de las
CAR-T estan dirigidas hacia los AAT, debido a la baja frecuencia de estas mutaciones especificas.
Ademéds, la identificacion de estas mutaciones a nivel transcriptdmico o proteémico y la

generacion de CAR-T especificas para cada paciente es costoso (70).
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Por otro lado, el antigeno diana debe expresarse en la superficie celular. A diferencia de
los linfocitos T naturales, los CAR-T tienen la capacidad de reconocer los antigenos sin la
necesidad de que estén presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), lo que

amplia el espectro de dianas potenciales que los linfocitos T naturales.

El antigeno debe de ser esencial para la supervivencia o el crecimiento de las células
tumorales, de lo contrario, la inmunoedicion podria favorecer la proliferacion de clones tumorales

que carecen del antigeno diana, lo que resultaria en escape tumoral.

Por todo ello, el ideal seria caracterizar un antigeno especifico de tumor, no presente en
ningun otro tejido sano y sea vital para la supervivencia del tumor, ademas de estar expresado en
la superficie celular. Si bien esto puede ser una limitacion cabe destacar que los CAR pueden
reconocer distintas estructuras en las que se encuentran proteinas, carbohidratos y glucolipidos

entre otras, aumentando el conjunto de antigenos disponibles.
3.2.2. Eleccion del vector

La modificacion de los linfocitos requiere de herramientas de ingenieria genética eficaces
y seguras que sean capaces de introducir el material genético de interés en el propio linfocito ya
sea ex vivo o in vivo. Para introducir el gen que codificara el receptor CAR dentro del linfocito T
e inducir su expresion en la membrana celular, existen distintas estrategias, las cuales

describiremos a continuacion:
3.2.2.1. Virales

Los vectores virales utilizan la capacidad natural de los virus para introducir el material
genético en las células que infectan. Estos virus son modificados para que en lugar de su material

genético introduzcan el gen de interés eliminando los genes de virulencia.

En este ambito los mas utilizados son los vectores retrovirales (95% de todos los
productos fabricados(63)). Estos vectores requieren la formacion de particulas virales que
contengan el plasmido de transferencia que codifica el transgén flanqueado por repeticiones
terminales largas (LTR) y la sefal de encapsidacion W (psi) (71). Dentro de estos vectores,
destacan los vectores lentivirales (VLs) derivados del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y los vectores gammaretrovirales, derivados del virus de la leucemia murina de Moloney

o del virus de células murinas (72).

La generacion de la particula viral retroviral implica la introduccion de genes basicos
requeridos para la supervivencia y funcion, como Gag (proteinas estructurales), Pol, (enzimas
para la transcripcion inversa y la integracion en el genoma del huésped), Env, (glicoproteina de
la envuelta viral), ademas del gen de interés (GOI). Estos genes se encuentran separados en

plasmidos, incluyendo el plasmido de la envuelta, empaquetamiento y el vector de interés. Para
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ello, se utilizan células empaquetadoras que actian como “fabricas de particulas virales”,

ensamblando los diferentes componentes del vector y aportando la membrana del virus (72).

La integracion del ADN en el genoma se logra mediante la accion de la transcriptasa
inversa y la integrasa, lo que permite la transduccion estable del linfocitos T y su linaje. Esto
resulta en la expresion a largo plazo del transgén en los linfocitos capaces de sobrevivir a largo

plazo, convirtiendo a los CAR-T en “farmacos vivos” (71).

Es importante tener en cuenta que la integracion del transgén en el genoma conlleva el
riesgo de oncogénesis. Los lentivirus tienen preferencia por regiones transcripcionalmente
activas, lo que puede interrumpir la expresion génica o inactivar genes supresores de tumores. Por
otro lado, los gammavirus se integran preferentemente en sitios de inicio de la transcripcion, lo
que aumenta el riesgo de expresion de oncogenes. Sin embargo, se ha observado que los linfocitos
T tienen una baja susceptibilidad a la transformacion, considerando que la transfeccion con
vectores virales es segura a largo plazo. Sin embargo, los vectores virales pueden desencadenar
una respuesta inmunitaria contra los epitopos codificados por el vector, lo que puede limitar la
eficacia y la persistencia de las células transducidas (71), por lo que se debe seguir optimizando

el sistema.
.3.2.2.2. No virales

Como alternativa a la transduccion viral, surgié la electrotransfeccion, técnica que
consiste en la creacion de poros en la membrana citoplasmatica de la célula diana mediante pulsos
eléctricos, a través de los cuales se introduce el material genético de interés. No obstante, esta
técnica se considera ineficiente, ya que requiere de sistemas adicionales para poder lograr una

transduccion estable (71).

En este sentido, han surgido sistemas basados en transposon/transposasa como “Sleeping
beauty” (SB) y “piggyBac” (PB) que han demostrado una mayor eficacia en la transduccion no
viral. En el caso de SB, el vector consiste en dos componentes funcionales: ADN transposon, que
lleva el gen de interés flanqueado por secuencias repetitivas invertidas (ITRs), y la transposasa
SB, que reconoce los motivos ITR y moviliza el transgén a un sitio aceptor dentro del genoma
celular. Tras ello, el gen de la transposasa se degrada evitando la genotoxicidad. Por otro lado, el
vector PB consta de la transposasa PB (PBasa), en forma de ADN o ARNm, y un plasmido de

transferencia separado que contiene el material genético de interés (71).

La gran ventaja de estas estrategias en comparacion con los sistemas virales es su mayor
capacidad de carga, aunque existe una correlacion inversa entre el tamafio del inserto y la

eficiencia de la transposicion. Es importante tener en cuenta que estas estrategias requieren el
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método de electroporacion, ya que los acidos nucleicos no pueden penetrar espontaneamente en

las células diana, lo que disminuye la viabilidad celular (71).

4. Aplicaciones clinicas
4.1. Compuestos o terapias aprobadas

En 1989, se logro un hito cientifico importante a cargo de Gross et al., quienes lograron
desarrollar el primer receptor sintético expresado en linfocitos (73) Mucho mas tarde, en el afio
2017, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) aprobo las dos primeras terapias
basadas en CAR-T para el tratamiento del cancer. Especificamente, se otorgd la aprobacion a:
Kymriah (tisagenlecleucel) y Yescarta (axicabtagene ciloleucel), que se utilizan para tratar
pacientes de hasta 25 afios de edad con leucemia linfoblastica aguda (LLA) de células B
refractaria o recidivante, y pacientes adultos con linfoma difuso de células B grandes (LDCBG)

recidivante o refractario tras dos o mas lineas de terapias sistémicas (35).

Desde entonces se han llevado a cabo diversos estudios para evaluar la eficacia y
seguridad de estas inmunoterapias en una amplia gama de tumores solidos y hematologicos (35).
Estos esfuerzos han dado lugar a la aprobacion de seis productos basados en esta terapia celular,
de los cuales cuatro estan dirigidos al anti-clister de diferenciacion (CD19) y los dos maés
recientes se dirigen al antigeno de maduracion de células B (BMCA) (35). Estos avances han
tenido un impacto significativo en el tratamiento de enfermedades como la leucemia linfoblastica
aguda (LLA), neoplasias de células B y el mieloma multiple. La tabla 1 resume los nombres

comerciales, fechas de aprobacion y antigenos diana de estas terapias.

Tabla 2: Terapias CAR-T aprobadas por la FDA hasta 2023

Nombre Nombr_e . Doty Afio d_e, Antigeno | Enfermedad Beneficio clinico
comercial intracelular aprobacion
2017 LLA-B | TR:81%.|CR: 60%
Tisagenlecleucel Kymriah CD3(¢ 4-1BB CDI19
2018 LDBG ORR: 52%; | CR: 40%
- 2017 LDBG ORR: 82%, | CR:54%
A’“.lcaftagelne Yescarta | CD3¢CD28 CD19
ciloleuce 2021 LF ORR: 91% | CR: 60%
BESIEIRES |pe CD3( CD28 2020 CD19 LCM ORR: 93%, | CR: 67%
autoleucal
LTl Breyanzi | CD3( 4-1BB 2021 CD19 LDBG ORR:74% | CR:52%
maraleucel
SIS TG Abecma | CD3( 4-1BB 2021 BCMA MM ORR:82%, | CR: 39%
vicleucel
Ciltacabtagene .
Carvykti | CD3( 4-1BB 2022 BCMA MM ORR: 95% | CR:67%
autoleucel

LLA-B: Leucemia linfoblastica aguda; LDBG: Linfoma difuso de células B grandes; MM: mieloma
multiple; LF: linfoma folicular; LCM: Linfoma de células del manto; CR: respuesta completa; ORR; ratio
de respuesta objetiva; TR: tasa de respuesta Todos las terapias también estan aprobadas por la EMA excepto

Citacabtagene autoleucel. Fuente adaptada de: (74,75).

21



4.2. Ensayos clinicos

Segtin los datos obtenidos, se ha encontrado que China es el pais con el mayor niimero
de ensayos clinicos registrados hoy en dia, con un total de 566 ensayos clinicos en marcha,
seguido de Estados Unidos. En la figura 12 se puede observar la distribucion de los ensayos

cinicos registrados por pais.
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w : ﬁ Figura 12: Distribucion y nimero
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en el mundo por pais.
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Ademas, al analizar la naturaleza de estos ensayos clinicos, se observa que la mayoria de
ellos corresponden a estudios en fase 1 o estudios de fase 1/fase 2 (figura 13.1). Estos ensayos se
centran en evaluar la seguridad de la terapia CAR-T y determinar la dosis adecuada de
tratamiento. En los estudios de fase 1, se investiga la seguridad y tolerabilidad del tratamiento en
un grupo reducido de participantes, mientras que en los estudios de fase 1/fase 2 se evalua tanto
la seguridad como la eficacia preliminar en un grupo mas amplio. Estos datos sugieren que se
estan llevando a cabo investigaciones prometedoras en el campo de la terapia CAR-T, pero aun
se encuentra en etapas tempranas de desarrollo. Adicionalmente, es relevante destacar que la

mayoria de los ensayos clinicos se encuentran en estado de reclutamiento (figura 13.2).
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Figura 13: Estado general de los ensayos clinicos con CAR-T para el tratamiento del cancer: 13.1:
Numero de ensayos por cada fase en los ultimos 10 afios. 13.2: Niimero de ensayos por estado de los ensayos

clinicos.

Por otro lado, es cierto que los ensayos clinicos que utilizan CAR-T son mas numerosos
para los canceres hematoldgicos en comparacion con los que forman tumores solidos (70% frente
al 30% respectivamente) esto puede deberse a varios factores como la facilidad de encontrar
marcadores de superficie celular bien definidos y especificos ademas de la accesibilidad del

microambiente tumoral con respecto a los canceres formadores de tumores sélidos, pero a su vez
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se esta viendo un crecimiento a lo largo de los afios en estos Ultimos. En la figura 14.1y 14.2 se
muestra el desglose del nimero de ensayos clinicos registrados para cada tipo de cancer, lo que

brinda una visién mas detallada de la distribucion de la investigacion en terapias CAR-T.
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Figura 14: Nimero de ensayos registrados para el tratamiento de cincer con CAR-T. 14.1: Numero
de ensayos clinicos para cancer hematologico. 14.2: Numero de ensayos clinicos para tumores solidos.
LNH: Linfoma No-Hodgkin, LLA: leucemia linfoblastica aguda, MM: mieloma multiple, LMA: leucemia

mieloide aguda, LLC: leucemia linfoide crénica, LH: linfoma hodgkin.

4.2. Aplicaciones en neoplasias hematologicas

Las neoplasias hematologicas, incluyendo leucemias y linfomas, forman un grupo de
enfermedades heterogéneas que proviene de la expansion clonal de células hematopoyéticas, que
afectan a la sangre periférica, medula dsea u 6rganos linfoides secundarios. Dentro de este grupo,
se encuentran los sindromes linfoproliferativos de células B, como la leucemia linfocitica cronica
de células B (LLC-B), Leucemia linfoblastica agudas de células B (LLA-B), linfomas no
hondkins. Estas neoplasias comparten la expresion generalizada del marcador CD19, que
desempefia un papel crucial en la supervivencia y proliferacion de las células malignas. Por ello
el CD19, es un objetivo prometedor para la inmunoterapia CAR-T, aunque eliminacion debe ser

controlada medicamente para evitar otros riesgos adicionales, como las infecciones (76).

4.2.1. Leucemia linfoblastica aguda-B (LLA-B), Leucemia linfocitica crénica (LLC-B) y
Linfoma no Hodkin (LNH)

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una neoplasia poco frecuente siendo el 75% de
los casos desarrollada a partir de los precursores de linaje de linfocitos B (LLA-B), en la que nos

centraremos. La Tabla X resume las caracteristicas y antigenos diana clave de la terapia de células

CAR-T para la LLA-B.

Tabla 3: antigenos diana de CAR-T para el tratamiento de LLA-B junto a la estructura CAR

Antigeno diana  Estructura

CD19 CD3( y CD28 0 CD3( y 4-1BB
CD22 CD3(y CD28
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La terapia de linfocitos CAR-T dirigida al antigeno CD19 ha demostrado ser altamente
efectiva en el tratamiento de la LLA-B, con tasas de remision completa (RC) situadas entre 70-
90% en pacientes pediatricos y adultos (76). Sin embargo, se han observado diferencias en los
resultados dependiendo del tipo de dominio coestimulador utilizado en la construccion del CAR,
por ejemplo, los pacientes tratados con 4-1BB tenian la minima enfermedad residual (MRD)
indetectable a diferencia de los pacientes tratados con construcciones con CD28 (77). Si bien las
terapias CAR-T dirigidas a CDI19 han producido remisiones duraderas, las toxicidades
potencialmente graves han limitado su uso. Ademas, dado que los CAR-T dirigidos a CD19
presentan recaidas en el 10-20% debido a la pérdida del antigeno diana, se llevo a cabo otros
disefios de CAR para otros antigenos diana: en el caso del ensayo realizado por Pan et al. (CD22)
mostrando RC en el 70-80% de los pacientes, ademas de menores toxicidades relacionadas con

los CAR-T CD22 (77).

Por otro lado, la leucemia linfocitica cronica (LLC), es una tipo de cancer caracterizado
por la transformacion y la acumulacion de células B malignas monoclonales en sangre periférica
y organos linfoides. Se ha utilizado células T-CAR anti-CD19 en pacientes con LLC, logrando
remisiones completas y presencia de CAR-T en sangre durante mas de 10 afios. Sin embargo,
estudios posteriores han mostrado una eficacia limitada, con una tasa de respuesta completa del

30%, lo cual es inferior a la observada en LLA (78).

Por tultimo, el linfoma no-Hodkins (LNH) caracterizado por la proliferacion incontrolada
de linfocitos B en los ganglios linfaticos, medula 6sea u otros tejidos linfoides. Los tipos mas
comunes de LNH incluyen el linfoma folicular (LF), asi como de linfoma difuso de células B
grandes (LDGB). Al igual que en los anteriores, el antigeno CD19 también es un objetivo para la
terapia CAR-T. Los pacientes tratados con CAR-T anti-CD19 han mostrado remisiones duraderas
entre el 33-40% de los pacientes tratados (79). Ademas, se han desarrollado CAR-T anti-CD20
para pacientes refractarios/recidivantes con resultados prometedores ya que 2/3 de los pacientes

permanecieron libres de progresion durante 24 meses (78).
4.2.2. Mieloma Multiple (MM)

El mieloma multiple es una enfermedad caracterizada por la proliferacion y acumulacion
de células plasmaticas clonales en la medula 6sea con dafios en otros organos. El interés de
desarrollar CAR-T para tratar el mieloma multiple ha aumentado drasticamente en los ltimos

afos, enfocandose en antigenos de superficie como CD19 y BMCA.

Aunque CD19 no esté asociado directamente con el MM, se ha demostrado que se expresa
en un subconjunto minoritario de células madre de mieloma, las cuales estan asociadas con una

mayor resistencia a medicamentos y son responsables de la naturaleza incurable del MM. En un
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ensayo clinico realizado por Garfall y Maus et al. se logré una RC del 100%, a pesar de la ausencia

de CD19 en el 99,5% de las células malignas en el tnico paciente tratado (80).

BMCA (antigeno de maduracion de células B) es una proteina expresada en la superficie
celular exclusivamente del linaje de linfocitos B (80). Actualmente se encuentran aprobadas dos
terapias CAR-T anti-BMCA: Idecabtageno Vicleucel (CR: 33% y ORR:73%) y Ciltacabtagén
Autoleucel (CR:67% y ORR:100%) segtn los resultados de los ensayos clinicos KARMMA-2 y
CARTITUD-1, respectivamente. Ademas, se estan llevando a cabo un ensayo clinico (EVOLVE)

para Orvacabtagene Autoleucel, cuyos resultados iniciales situan la ORR en torno al 92% (81).

A pesar de estos avances recientes en el tratamiento, la recurrencia de la enfermedad sigue
siendo un obstaculo importante debido a la pérdida de BMCA y la mala persistencia de los CAR-

T causada por el ambiente tumoral y las células plasmaticas malignas (81).
4.3. CARs en el tratamiento de tumores so6lidos

Pese al éxito de los CAR-T en las neoplasias hematoldgicas, su aplicacion en tumores

solidos presenta desafios adicionales que deben abordarse reduciendo su éxito (Figura 15).

Heterogenicidad y expresion Microambiente tumoral Proliferacion y trafico
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Figura 15: Desafios principales para lograr el éxito en la terapia CAR-T para tumores solidos.
Adaptada de: (82)

Uno de los principales desafios es la identificacion y caracterizacion del antigeno diana.
Los tumores solidos presentan una mayor heterogeneidad y expresion variable de antigenos
tumorales especificos, como proteinas resultantes de modificaciones postranscripcionales Uinicas,
como alteraciones de los patrones de glicosilacion de MUC1, MUC16, TAG72 o B7-H3 (82).
Ademas, los AAT son mas comunes, lo que aumenta el riesgo de toxicidades fuera del tumor en
el objetivo (83). Esta heterogeneidad tumoral también incluye la pérdida o la regulacion negativa

de la expresion del antigeno de interés fomentando la recaida del paciente (82).

La segunda limitacion es el trafico del CAR-T hacia el tumor, Los CAR-T carecen de los
correspondientes receptores de quimiocinas necesarios lo que reduce su capacidad citotoxica (84).
Para superar este obstaculo, se requiere el desarrollo de CAR-T de cuarta generacion que expresen

receptores de quimiocinas especificas que coincidan con la quimiocinas producidas por el tumor
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(84). Ademas, en varios estudios preclinicos se observo una mayor eficacia inyectando los CAR-

T directamente en el tumor (82).

Otra limitacion importante es superar el ambiente inmunosupresor generado por las
células tumorales y el estroma circundante. Se han realizado estudios en CAR-T de segunda
generacion que destacan la importancia del dominio coestimulador. Ademads, se estan
investigando enfoques que induzcan la liberacion local de factores estimulantes para promover
respuestas inmunitarias antitumorales, como en el caso de los TRUCKS, que representa una

generacion mas prometedora para este tipo de tratamiento.

5. Limitaciones generales o efectos secundarios

Las principales toxicidades de las células T transducidas con CAR se dividen en dos
categorias: (1) toxicidades generales, como el Sindrome de liberacion de citoquinas (CRS) y
neurotoxicidad asociada a células efectoras inmunitarias (ICANS); y (2) toxicidades especificas
debido a la interaccion del CAR con antigenos expresados en células sanas, conocidas como

toxicidades off-tumor on-target, mencionado anteriormente.
5.1. Sindrome de liberacion de citoquinas (CRS)

El sindrome de liberacion de citoquinas (CRS, por sus siglas en inglés “Cytokine release
sindrome” es el efecto secundario toxico mas comun en la terapia con CAR-T. Por ejemplo, en
CAR-T dirigidos a CD19 se ha dado en el 100% de los pacientes (85). Consta de una respuesta
inflamatoria sistémica causada por el aumento significativo de citoquinas acompanada de la
activacion in vivo rapida de las CAR-T, después de la infusion inicial. La unioén del dominio scFv
del CAR-T al antigeno diana desencadena la proliferacion y secrecion de elevadas cantidades de
citoquinas como IL-6, IFN- v, IL-10 y TNF-a en un corto periodo de tiempo. A su vez diversos
estudios han demostrado que IFN-y induce la liberacion de otras citoquinas como TNFa, IL-6,
IL-15, IL-1pB e IL-12 manteniendo mediante retroalimentacion positiva las respuestas anteriores
(52). El CSR puede presentar una amplia gama de sintomas, desde leves (similar a los de la gripe)
hasta graves y potencialmente mortales. Los sintomas leves incluyen fiebre, fatiga, erupcion
cutanea, cefalea, artralgia y mialgia, mientras que los casos graves se caracterizan por hipotension
y fiebre alta, pudiendo evolucionar hacia una respuesta sistémica inflamatoria descontrolada
como shock circulatorio, coagulopatias y fallo multiorganico, que puede resultar en la muerte.
Las anomalias de laboratorio frecuentes en estos pacientes incluyen citopenias, elevacion de la

creatinina y de enzimas hepaticas, alteracion de los parametros de coagulacion, entre otros (85).
5.2. Neurotoxicidad asociada a células efectoras inmunitarias (ICANS)

ICANS se caracteriza por la interrupcion de la barrera hematoencefalica y el aumento de

los niveles de citoquinas en el liquido cefalorraquideo. Los sintomas pueden variar desde
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encefalopatia hasta convulsiones y en casos graves, la muerte. Los hallazgo atipicos incluyen
afasia transitoria, paresia facial, mioclonia y edema cerebral potencialmente mortal. Aunque
ICANS puede ocurrir de manera independiente a CRS, generalmente existe una correlacion entre
ambas (86) debido a la activacion endotelial que desempefia un papel clave en la neurotoxicidad
y permite la entrada de citoquinas proinflamatorias al sistema nervioso central (SNC) a través de

la permeabilidad incrementada de la barrera hematoencefalica (BHE)(86,87).

Para evitar las toxicidades sistémicas mencionadas anteriormente y lograr una eficacia
clinica optima, es necesario alcanzar un nivel umbral de activacion y secrecion de citoquinas
tolerable para el organismo en los CAR-T. Esto se logra mediante un correcto escalado de dosis
en ensayos de fase I para cada tipo de CAR, considerando carga tumoral general, los niveles de
expresion del antigeno diana y su afinidad por el ectodominio, ademas de los dominios

coestimulatorios (51).
5.3 Estrategias de seguridad para eliminar las toxicidades generadas por los CAR-T

Se desarrollado estrategias de seguridad para abordar las toxicidades de los CAR-T, como
el uso de los genes suicidas (figura 16). Un ejemplo es la timidina quinasa del virus del herpes
simple (HSV-tk) que fosforila andlogos de nucleoésidos especificos para formar un compuesto
toxico (trifosfato de GCV) que inhibe la sintesis de ADN y provoca la muerte celular. Aunque las
células que expresan HSV-tk han demostrado una alta eficacia antitumoral y pueden eliminarse
de forma efectiva, este enfoque tiene limitaciones como la necesidad de activacion por un
profarmaco (ganciclovir) y un tiempo de 3 dias para lograr un efecto completo in vitro (88). Otro
sistema alternativo de gen suicida es CaspaCIDe®, que utiliza el gen de interruptor de seguridad
inducible caspasa 9 (iCasp9). Este sistema permite la eliminacion de CAR-T activados de forma
inapropiada mediante el uso de un farmaco inductor de dimerizacion (CID) de molécula pequena
llamado AP1903, que promueve la apoptosis en las células transducidas, Este gen esta compuesto
por la porcion intracelular de la proteina caspasa 9 humana fusionada con un dominio de union a
farmacos que derivada de la proteina FK506 humana. El sistema CaspaCIDe® es capaz de matar

selectivamente las células que expresan altos niveles del gen suicida (89).
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Figura 16: Sistemas de seguridad basados en

'-' genes suicidas: 16.A: sistema basado en HSV-
N tk. 16.B: Sistema basado en iCasp9. Adaptada

/\' I y de: (88)
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CAPITULO IV: Conclusiones y perspectivas de futuro

Los linfocitos T-CAR han surgido como una innovadora y prometedora estrategia en el
campo de la inmunoterapia contra el cancer, y a lo largo de esta revision bibliografica se ha
explorado exhaustivamente el potencial terapéutico de esta terapia en el contexto del cancer,
investigando su estructura, su eficacia antitumoral, efectos secundarios y produccion, asi como
sus limitaciones y desafios que ain persisten en su aplicacion clinica. En este capitulo final se
enumeran las conclusiones obtenidas en la revision, brindando ademas perspectivas de futuro y

recomendaciones para mejorar y potenciar la terapia de linfocitos CAR-T.

e Eficacia antitumoral: los linfocitos CAR-T han demostrado ser una estrategia
prometedora en el tratamiento de ciertos tipos de cancer, especialmente en neoplasias
hematologicas logrando remisiones completas del 70% en la leucemia linfoblastica aguda
(LLA). Sin embargo, en tumores sélidos el éxito es menor ya que habria que abordar las
distintas limitaciones que presenta esta terapia, como el microambiente tumoral o la
heterogeneidad antigénica mencionadas anteriormente.

e Los CAR-T tienen una alta aplicabilidad ya que se podrian utilizar en una amplia gama
de tipos de cancer siempre y cuando se encuentren antigenos asociados o especificos de
tumor que se expresen en la superficie celular y que su ataque no sea toxico para el
paciente.

e A pesar de los notables beneficios con respecto a la eficacia de esta terapia, hay que tener
en cuenta las toxicidades asociadas como las respuestas inflamatorias sistémicas,
conocidas como Sindrome de liberacion de citoquinas (CRS), asi como la neurotoxicidad.
Estos efectos secundarios deben de ser correctamente monitorizados para no poner en
riesgo la vida del paciente y asi garantizar la seguridad del paciente ante la terapia.

e Hay que seiialar que la terapia basada en CAR-T pueden generar respuestas duraderas en
pacientes con cancer, ya que la optimizacion de la estructura CAR mediante las distintas
generaciones ha permitido mejorar la persistencia de estas células en el organismo y su
capacidad para eliminar las células tumorales residuales, lo que contribuye asi a la
prolongacion de la remision y supervivencia a largo plazo. Sin embargo, se deben
considerar las posibles recaidas asociadas a la pérdida del antigeno tumoral o a los
mecanismos de escape del tumor.

e Enfoque a multiples antigenos: se ha demostrado que dirigirse a antigenos individuales
puede conllevar el riesgo de escape inmunitario por parte del tumor, lo que puede
reducirse al dirigirse a multiples antigenos (56), por ejemplo, se ha visto que los CAR
biespecificos HER2/IL13Ra2 (glioblastoma) y HER2/MUCI1 (cancer de mama) producen

respuestas antitumorales superiores en comparacion con la terapia de diana tnica (93,94).
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Décadas de trabajo en la lucha contra el cancer han llevado a avances significativos en la
curacion de tumores, pero el éxito esta estrechamente relacionado con el diagnostico temprano.
En los pacientes con cancer avanzado las tasas de remision completa apenas han mejorado. Es
importante continuar investigando y propongo las siguientes perspectivas de futuro para mejorar

la terapia y lograr el éxito deseado.

e La ampliacion del espectro de los antigenos disponibles para tratar los diversos tipos de
cancer, para ello es necesario identificar y caracterizar con éxito el antigeno al que se
quieren dirigir los linfocitos CAR-T, por ejemplo, mediante modelos informaticos
(ensayos in sillico).

e Mejoras en la persistencia y durabilidad: para ello se estan llevando a cabo varios ensayos
que combinan varios tipos de tratamientos junto a la terapia CAR-T como quimioterapia,
u otras inmunoterapias como los inhibidores de punto de control. Por ejemplo, La
administracion conjunta de quimioterapia con linfocitos CAR-T inhibe la autoinmunidad
y las células inmunosupresoras para mejorar la persistencia de los CAR-T in vivo (90).

e Mejoras en la seguridad: optimizando la estructura del receptor quimérico de antigenos
ademas de introducir elementos que ayudan a controlar la seguridad como los genes
suicidas inducibles

e Un area de enfoque importante para futuras investigaciones es el estudio de la estructura
del receptor quiméricos de antigenos con el objetivo de crear el constructo perfecto
adaptado a cada tipo de cancer. Como hemos visto la seleccion adecuada de dominios
coestimulatorios, la optimizacion de la afinidad y estabilidad, y la consideracion de la
especificidad de antigenos tumorales son aspectos clave. Ademas, la inclusion de
elementos de seguridad y la combinacion con otras terapias podrian potenciar ain mas su
efectividad. A medida que avanza la ingenieria genética y la medicina de precision, se
esperan CAR mas sofisticados y especificos en el futuro, abriendo nuevas posibilidades
en el tratamiento personalizado del cancer.

e Desarrollo de un mayor nimero de terapias alogénicas (CAR-T universales), esto nos
podria ayudar para acortar los tiempos de espera que sufre el paciente antes de recibir el
tratamiento o en caso de que no tenga los suficientes linfocitos requeridos para llevar a
cabo el tratamiento, pero teniendo en cuenta los riesgos de rechazo ademas de disminuir

el costo de fabricacion.

En tltima instancia, se espera que estas conclusiones sean un punto de partida para futuras
investigaciones y desarrollos en el ambito de la inmunoterapia contra el cancer, con el objetivo
de maximizar la eficacia, minimizar las toxicidades y ampliar el alcance de los Linfocitos T-CAR

como una estrategia terapéutica innovadora y esperanzadora en la lucha contra el cancer.
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Anexos

Anexo A: Antigenos asociados de tumor investigados activamente en ensayos

clinicos

Tabla 4: Antigenos asociados de tumor investigados activamente en ensayos clinicos

Antigeno

Neoplasia

Dianas “off-tumor” potenciales

BCMA

MM

Linfocitos B

CAIX

RCC, tumores solidos en hipoxia

Mucosa gastrica
Epitelio pancreaticobiliar
Criptas del intestino delgado

CD123

AML

Progenitores mieloides
Células dendriticas
Linfocitos B
Macrofagos
Megacariocitos
Mastocitos
Monocitos
Células endoteliales

CD138

MM

Epitelio
Células plasmaticas y precursores B

CD19

LLA, LLC, LNH, LH, LLP

CD20

LLC, LNH

CD22

LLA, LNH

Linfocitos B normales

CD30

LNH, LTC, LH

Linfocitos T CD8 latentes
Linfocitos Th2 y B activados

CD33

LMA

Progenitores hematopoyéticos
Precursores mielomonocitos
Monocitos

CD38

MM, LNH, LLC

PBMCs
Cerebro y ojo
Medula 6sea

Musculo
Hueso
Prostata
Intestino
Rinoén
Pancreas

CD44v6

Cancer de cabeza, cuello, higado, pancreas,
mama, colon, estomago, LMA, LNH, MM

Queratinocitos de la piel
Linfocitos T activados
Monocitos

CD44v7/8

Céancer cervical y de mama

Epitelios normales

CEA

Céancer colorrectal, tumores sélidos y de
mama

Superficie epitelial apical del colon
Esofago
Lengua
Estomago

c-MET

TNBC

Higado

Tracto gastrointestinal
Cerebro
Rifiones
Cerebro




Célula plasmatica

CS1 MM
Natural killer,
Linfocitos T CDS§
Células dendriticas
Monocitos activados
CSPG4 Melanoma, TNBC, GBM, mesotelioma, Células basales de la epidermis
cancer de cabeza y cuello, osteosarcoma Pericitos activados
Células endoteliales
EGFR Tumores solidos Tejidos de origen mesenquimal,
neuronal y epitelial
EGFRVvIII Cerebral/SNC, gliomas, GBM Ninguno
EphA2 Glioma, cancer de mama, colon, ovarios, Endotelio
prostata y pancreas
ErbB2 Cancer cerebral/SNC, GBM, glioma, de Epitelio gastrointestinal, reproductivo,
cabeza y cuello, tumores sélidos respiratorio y tracto urinario
Piel
Mamas
Células hematopoyéticas
FAP Mesotelioma Fibroblastos en inflamacion crénica
Tejido en remodelacion
FR-a Cancer de ovario Superficie apical en epitelios de rifion
Pulmén
Tiroides
Mamas
GD2 NB, sarcomas, tumores solidos Piel
Neuronas
IgK LLC, LNH, MM Linfocitos B normales
IL-11Ra Cancer de colon, mama, estomago, prostata y Tejido estromal de tracto
osteosarcomas gastrointestinal
Células endoteliales
Higado
Epitelios glandulares y de superficie
L1-CAM NB Astrocitos
Cerebro
Tejido de cabeza y cuello
Lewis LMA, MM SNC
Ganglios SN simpatico
Medula adrenal
Mesotelina Mesotelioma, cancer de ovario y pancreas Células progenitores mieloides
tempranas
MUC1 Cancer de pulmoén, mama, colon, ovario, Superficies pleurales, pericardial y
rifion, estomago, prostata, cabeza y cuello mesotelial peritoneal
NKG2D-L LMA, MM Superficie apical de la mayoria de los
epitelios glandulares
PSCA Cancer de prostata, vejiga y pancreas Epitelio gastrointestinal
Fibroblastos
Células endoteliales
PSMA Cancer de prostata Prostata
ROR-1 LLC, LNH Superficie apical de epitelios de
prostata e intestinal
Células del tabulo proximal
VEGFR-2 Tumores sélidos Endotelio vascular y linfatico




Abreviaturas: LLA, leucemia linfoblastica aguda; LMA, leucemia mieloide aguda; BCMA, antigeno de maduracion de
célula B; CAIX, anhidrasa carbdnica IX; CEA, antigeno carcinoembrionario; LLC, leucemia linfocitica cronica; SNC,
sistema nervioso central; CSPG4, proteoglicano condroitin sulfato 4; DC, célula dendritica; EGFR, receptor del factor
de crecimiento epidérmico; EGFRvVIII, variante III del EGFR; EphA2, carcinoma hepatocelular productor de
eritropoyetina A2; FAP, proteina de activacion de fibroblastos; FR-a, receptor de folato o; GBM, glioblastoma
multiforme; HL, linfoma de hodgkins; Ig, Inmunoglobulina; L1-CAM, molécula de adhesion celular L1; MM, mieloma
multiple; NB, neuroblastoma; NHL, linfoma no hodgkins; PBMC, células mononucleares de sangre periférica; PLL,
leucemia prolimfocitica; PSCA, antigeno de células madre de la prostata; RCC, carcinoma de célula renal; TCL,
leucemia/linfoma de célula T; TNBC, cancer de mama triple negativo; VEGFR-2, factor de crecimiento endotelial

vascular-2.Tabla adaptada de: (38,91,92)



Anexo B: moléculas participes en la respuesta antitumoral y sus funciones

Tabla 5: moléculas participes en la respuesta antitumoral y sus funciones

Molécula | Funcion en la respuesta inmune antitumoral
IL-10 Inhibe la respuesta inmune y limita la inflamacion excesiva.
IL-4 Promueve la respuesta inmune tipo Th2 y la produccién de anticuerpos.
Actlia como un freno para la respuesta inmune, regulando negativamente la activacion de
CTLA-4
las células T.
Puede tener efectos tanto promotores como inhibidores en el sistema inmune antitumoral.
IL-13 Puede activar y reclutar células del sistema inmune y mejorar la presentacion de antigenos
tumorales.
Actiia como un ligando inhibidor para el receptor PD-1 en las células T, regulando la
Fo-L respuesta inmune y previniendo respuestas excesivas.
Suprime la respuesta inmune al deplecionar el triptofano y generar metabolitos que
1po inhiben la proliferacion de células T.
Induce apoptosis (muerte celular programada) en células objetivo, contribuyendo a la
Fast eliminacion de células danadas o infectadas.
Estimula la proliferacion y diferenciacion de células T, promoviendo su supervivencia y
f-2 activacion.
INF Es una citocina proinflamatoria que participa en la respuesta inmune antitumoral,
-

promoviendo la inflamacion y la destruccion de células tumorales.

Estimula la actividad citotoxica de las células T y NK contra células tumorales, asi como

TNy la presentacion de antigenos y la produccion de moléculas inmunomoduladoras.

IL-1 Activa las respuestas inflamatorias y promueve la activacion de células T y macrofagos.
Estimula la produccion de interferon gamma (IFNy) por parte de células T y NK,

t-12 aumentando la respuesta inmune antitumoral.

S Atraccion y activacion de células del sistema inmune, como células T y NK, para

dirigirlas hacia el sitio tumoral y promover una respuesta inmune antitumoral.






