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Inmunoterapia mediada por linfocitos T

en pacientes con cancer

Dr. Victor M Valdespino-Gomez* Dra. Leticia Rocha-Zavaleta* *

Resumen

En los Gltimos 20 afios a través de un arduo trabajo experi-
mental, se han logrado conocer los fenémenos celulares y
moleculares que participan en la respuesta inmune antitu-
moral. Esto ha permitido identificar 30 antigenos tumorales
de algunas proteinas que se expresan en las células tumo-
rales, los cuales sirven de blanco para la respuesta inmu-
ne. Multiples estudios in vitro y en animales han demostra-
do que clonas especificas de los linfocitos T CD4+ y CD8+
reconocen oligopéptidos inmunogénicos tumorales y reali-
zan la principal respuesta efectora contra los tumores. La
inmunomodulacién positiva en las fases de reconocimiento
y efectora de los linfocitos T ha provocado respuestas obje-
tivas antitumorales en modelos experimentales. Similares
estrategias han sido utilizadas en protocolos clinicos de in-
munoterapia celular demostrando respuestas objetivas par-
ciales en pacientes con cancer avanzado.

Actualmente se investiga en la identificacién de nuevos anti-
genos tumorales, en nuevos mecanismos por los cuales el
tumor escapa al ataque inmunoldgico, asi como en la aplica-
cion de protocolos de inmunoterapia celular en pacientes con
céncer no-avanzado.

En los proximos afios nos asombraremos de los efectos tera-
péuticos de la inmunomodulacién celular positiva en pacien-
tes con cancer.

Palabras clave: inmunoterapia celular, cancer, linfocitos T.

Summary

Several experimental developments in the last 20 years have
hallmarked progress in understanding the cellular and mo-
lecular basis of the immune response to cancer. ldentifica-
tion of 30 tumor antigens associated from some expressed
proteins in neoplasic cells are used as targets of immune
response cells. Multiple studies have proved in vitro and in
animal models that specific clones of lymphocytes T CD4+
and CD8+ recognize the tumoral immunogenic-oligopeptides
and carry out the principal effecting phase in anti-tumor re-
sponse. Positive immunomodulation of recognition and ef-
fecting phases have obtained objective anti-tumoral response
in these experimental models. Similar strategies have been
used in immunotherapy cancer patient clinical trails and have
demonstrated partial objective responses.

Current studies emphasize identification of new tumor mo-
lecular-antigens, in understanding new tumor mechanisms
enabled to escape immunologic attack and in use of positive
immunomodulation in patients with non-advanced cancer.
Over the coming years, we will be surprised at the impact of
this type of anti-tumor treatment.
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El concepto de “cancer” en el gercicio médico clinico
quirdrgico corresponde a mas de 100 entidades diferentes,
gue guardan en comun ser enfermedades en | as que se desta-
ca €l crecimiento progresivo invasor local y a distancia de
conjuntos de células propias del sujeto, que le provocan di-
ferentes grados de morbilidad e incluso la muerte.

A suvez, dentro de cadaentidad clinicase presentan mul-
tiples condiciones oncogénicas especificas que interactiian
en red paramodificar el fenotipo celular y tisular. Las célu-
las tumoral es presentan un genotipo inestable con maltiples
mutaciones, rearreglo de genes y amplificacion o delecion
de material génico®. Seis pasos esenciales sufren las célu-
las para convertirse en un tumor agresivo: las célulastienen
gue mutar y con ello esquivar las sefiales celulares que su-
primen su crecimiento, luego ellas deben adquirir su propia
viade sefializacion de crecimiento, independiente de las se-
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fiales externas. Las células deben también evadir la apopto-
sisy desarrollan unilimitado potencial de proliferacién. Los
dos ultimos pasos se aplican preferentemente alos tumores
solidos, a crecer deben crear su propiared de vasos sangui-
neos para obtener los nutrientes'y el oxigeno que necesitan;
y los tumores més peligrosos desarrollan mecanismos que
permiten quelas células tumoral es se separen del tumor prin-
cipal y penetren al torrente sanguineo y linfético y alcancen
tejidos distantes donde crecen como tumores secundarios o
metastasis?. Con ello la célula tumoral escapa de los con-
troles de homeostasis dentro del sistematisular.

En particular, diferentes alteraciones genéticas que acom-
pafian el desarrollo de un tumor inciden en los mecanismos
naturales involucrados en la respuesta inmune antitumoral.
Asi se ha encontrado que en diversos tumores |os mecanis-
mos de procesamiento y presentacion de antigenos se en-
cuentran alterados en grado diferente, y expresan también
algunas citocinas, quimiocinas, o factores de crecimiento,
gue inducen finalmente a tolerancia o anergia de larespues-
tainmune en contra del tumor inhibiendo larespuestadelos
linfocitos T CD8+ citotdxicos (LCT)®; debido a ello las
células tumorales dificilmente provocan respuesta inmune
antitumoral eficiente.

En esta breve revision se listaran los principal es conceptos
modernos que nos han permitido entender la dimensionalidad
celular y molecular de lainterrelacion entre € tumor y lares
puestainmunol 6gica del hospedero. Revisaremos someramen-
te la participacion delos linfocitos T como células efectoras a
partir de su reconocimiento y activacion contra los antigenos
asociados a tumor, nos centraremos en laidentificacion delos
antigenos asociados a tumor, en los mecanismos de procesa
miento y presentaci én antigénica, en los mecanismosde accion
antitumoral de los linfocitos T y su valoracion in vitro y en
algunas estrategias que | os tumores han desarrollado para eva
dir d sistemainmune, y comentaremos sobre | as expectativas
presentes de los protocol os clinicos de inmunomodul acién po-
sitivaantitumoral.

Inmunoterapia, cuarta arma terapéutica
contra el cancer

L ademostracion de que incluso tumoresinvasores avan-
zados pueden sufrir una regresion completa cuando se es-
timul a adecuadamente | a respuestainmunol 6gica®-®), abrio
lapuertaalaposibilidad de desarrollar tratamientos contra
el cancer basados en lamodulacion del sistemainmune. El
objetivo delainmunomodulacién positivaesinducir a sis-
tema inmune para que responda exitosamente ante la pre-
sencia de antigenos asociados o especificos tumorales
(AAT), ya que frecuentemente no son reconocidos como
extrafos, 0 que esta estrategia rompa la respuesta de tole-
ranciainmune contralos AAT(),

En los Ultimos 20 afios através de un arduo trabajo expe-
rimental, se haacumulado un gran acervo de conocimientos
sobre las bases celularesy moleculares de lainteraccion en-
trelostumoresy su hospedero, dando origen alainmunolo-
gia tumoral. La respuesta inmune celular de linfocitos T
CD8+ contralos antigenos tumorales hasido identificadaen
algunos modelos tumorales y mediante diferentes estrate-
gias de inmunomodulacién positiva se ha demostrado res-
puestas objetivas antitumoral es en model os experimental es.
Estas estrategias han sido utilizadas en protocol os clinicos
de inmunoterapia celular, demostrando asimismo respues-
tas objetivas parciales en pacientes con cancer avanzado.

Aunque la mayoria de los protocolos de inmunocterapia
se han aplicado en grupos de pacientes terminales, es muy
probable que este grupo de pacientes no sea el idéneo para
demostrar su eficiencia; pero, como cualquier terapiainno-
vadora, lainmunoterapia debe mostrar primero su potencia-
lidad en pacientes en los cuales la aplicacion de las terapias
vigentes hafracasado.

En Europa, Asiay los Estados Unidos se han aplicado di-
ferentes protocolos de inmunoterapia celular antitumora en
pacientes con cancer avanzado recidivante a los tratamientos
convencionales, y han provocado global mente respuestas an-
titumorales completas en 5-10% y parciales en 10-20%(39),
En nuestro pais la aplicacion de lainmunoterapia antitumoral
mediada por linfocitos T esta por iniciarse.

Se pueden separar cronol 6gicamente dos grandes eta-
pas en la aplicacion de protocolos clinicos de inmunotera-
piacelular antitumoral, la primera usando células tumorales
atenuadas u oncolisados como antigenos tumorales, y la se-
gunda con mol écul as especificas 0 AAT, en sus modalidades
de secuencias génicas u oligopéptidos®9. A principio de
los 90 Rosenberg del National Cancer Institute en colabo-
racion con investigadores de 22 instituciones hospitalarias
diferentes, evaluaron la administracion de altas dosis de
IL-2 recombinante en pacientes con melanoma y cancer
renal metastéticos y linfomas no Hodgkin, obteniendo
respuestas objetivas de 5-22%, y remision completa de la
enfermedad en 7-9%; de este Ultimo grupo el 19% de pa
cientes tuvo control prolongado, presentando recurrencia
hasta 7 afios después®101D, | a identificacion molecular
de los antigenos tumorales permitié iniciar unainmunoes-
trategia mas especifica. Asi en un protocol o para pacientes
con melanoma avanzado sus linfocitos que infiltraban el
tumor (LIT) fueron expandidos in vitro mediante su esti-
mulacion con el AAT y transferidos a paciente empleando
como adyuvante IL-2, obteniendo respuesta clinica en
35%(611). En un protocol o mas reciente en pacientes HLA-
A2 con melanoma metastético, se administro el péptido
209-217 ITDQVPFSV de la proteina gp 100 por via sub-
cutanea mas dosis altas de IL-2, obteniendo respuesta ob-
jetiva clinica en 30-35% de los pacientes1?),
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Aunguelos protocol os deinmunoterapia en pacientes con
cancer mediados por linfocitos T empleando alosAAT cur-
san en sus primeras etapas de desarrollo diferentes eviden-
cias han demostrado respuestas objetivas. Esimportante con-
siderar que en general son aplicados a pacientes con tumo-
res avanzados en quienes la respuesta inmune antitumoral
esta deprimida, y sin embargo los actuales resultados de-
muestran su potencialidad.

Respuesta inmune contra el cancer

El tratamiento de tumores malignos por inmunoterapia
tiene méas de 100 afios. La idea de activar la respuesta in-
mune contra |0os tumores no es reciente, en 1898 William
Coley inyectabaa pacientes con cancer inoperablesunapre-
paracion de extractos bacterianos con Streptococcus pyo-
genesy Serratia marcescens conocida como toxina de Co-
ley, con lo cual observé regresiones tumorales en algunos
de sus pacientes10.1D),

El empirismo acerca de |os mecanismos que participan
en lainmunologia tumoral predominé en |os dos primeros
tercios del siglo XX. La comprension de los fendmenos
inmunitarios subyacentes fue posible a partir de |os descu-
brimientos en las dos Ultimas décadas, relacionados al re-
conocimiento y funciones citotoxicas de los linfocitos T.
Diferentes paradigmas han aparecido como base del cono-
cimiento moderno de la respuesta inmune celular contra
los tumores. Mltiples estudios in vitro y en model os ani-
males han demostrado que |as reacciones inmunes contra los
tumores son mediadas por lainmunidad celular adquirida, prin-
cipalmente aquéllaen laqueintervienen loslinfocitosT tanto
CD4+ como CD8+, mientras que la respuesta humoral no
parece tener un efecto significativo en el ataque contralama:
yoria de los canceres humanos.

Las bases cientificas modernas de la posible manipula-
cion y direccionalidad de la respuesta humana antitumoral
se basan principalmente en cuatro logros¥): a) laidentifica-
cion delosAAT; b) laidentificacion delos mecanismos sub-
celulares involucrados en el procesamiento y presentacion
antigénica, y de las células presentadoras profesionales de
antigenos (CPPA); c) el conocimiento de los mecanismos de
accion antitumoralesdeloslinfocitos T y lavaloracién de su
actividad invitro, y d) el conocimiento de como los diferen-
tes tumores evaden la respuestainmune. Con esto, ahora la
inmunologia tumoral se ha ganado el respeto de la comuni-
dad cientificay ello abri6 nuevas posibilidades para el trata-
miento de pacientes con canceres incurables.

Antigenos asociados al tumor o antigenos tumor especi-
ficos (AAT).

Laidentificacion y clonacion de genes de lineas celulares
tumoral es fue obtenida a partir delaconstruccion de librerias
de cADN vy no fue hasta 1991, cuando se identificaron los

primeros AAT en su configuracion génica. Un afio después
empezaron a conocerse |os péptidos inmunogénicos tumora
les que fueron reconocidos por los LCT restringidos en el
polimorfismo de moléculas clase | del antigeno de histocom-
patibilidad leucocitario humano (HLA). Debido a que aelo
HLA-A2+ esdl antigeno de histocompatibilidad mas frecuen-
tementeidentificado en las poblaciones caucasicas, éstey otros
cercanamente frecuentes fueron los més estudiados paraiden-
tificar péptidos-AAT. Esto permitio demostrar quelas células
tumoral es expresan péptidos antigénicos derivados de la de-
gradacién de proteinas tumoral es que pueden ser reconocidos
por loslinfocitos T del huésped. Desde entonces cerca de 30
AAT de expresion génicay un poco més de 100 AAT epitopes
humanos han sido identificados y caracterizados molecular-
mente10-19),

L as células cancerosas exhiben patrones cuasi-especificos
de expresion génicadebido al rearreglo de protooncogenes, a
lamodificacion de genes celulares o por lainsercion de onco-
genesvirales, lo cual permite latranscripcion de nuevas sefia
les moleculares que finalmente son traducidas como nuevas
proteinas. Estas proteinas son digeridas intracel ularmente de
manera “natural” por proteosomas, produciendo pequefios
fragmentos peptidicos antigénicos o epitopes que son trans-
portados a reticulo endoplasmico, se combinan con las dife-
rentes moléculas clase | y clase Il del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, conocido en humanos como
HLA) y llevados alamembrana celular para ser presentados
aloslinfocitos T. Las proteinas tumorales a ser procesadas
o degradadas intracel ularmente por | os proteosomas pueden
presentar varios o multiples epitopes reconocibles por los
linfocitos T, los cuales pueden ser inmunogénicos en diver-
sosgrados. Lamayoriade AAT han sido identificados como
oligopéptidos de 8-10 aminoéaci dos ensamblados con molé-
culasdeclasel del HLA y son presentadosaloslinfocitos T
CD8+, mientras que otros menos abundantes son cadenas
de 13-20 aminoé&cidos ensamblados con moléculas de clase
Il del HLA y son presentados a los linfocitos T CD4+. El
complejo péptido-HLA es reconocido por €l receptor espe-
cifico del linfocito T (TCR) en su superficie celular y asi
puede iniciar su respuesta efectora®. Aunque la mayoria
de los AATSs son derivados de proteinas o glicoproteinas,
otros muy escasos pueden derivarse de carbohidratos, gan-
gliésidos, glicolipidos 0 mucinas.

La identificacién molecular de los péptidos-AAT pre-
sentados naturalmente por los diversos tumores malignos
reguiere de técnicas experimental es complgjas. Lamas co-
nocida consiste en la elusion &cida de complejos HLA-2 +
péptidos de la superficie de los linfocitos TCD8+, los cua-
les son inmunoprecipitados y separados de las moléculas
del HLA vy purificados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (CLAR) o espectrometria de masa. Para
probar su reactividad in vitro con LCT especificos anti-
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tumor, primero se identifica su secuencia peptidica, se sin-
tetizan artificialmente, luego son pulsados a las CPPA, las
cuales sirven de blanco para la respuesta de los LCT. Con
estametodol ogia se pueden identificar epitopes-AAT domi-
nantes (muy inmunogénicos) y subdominantes relacionados
a la magnitud de respuesta de los LCT. Otra metodologia
igualmente compleja, que ayuda en la identificacion de los
péptidos tumorales unidos a moléculas clase |1 del MHC es
el andlisis serolégico de librerias de expresion de cDNA de
tumores humanos (SEREX). En la actualidad se han logra-
do identificar aproximadamente 100 péptidos inmunodomi-
nantes provenientes de tumores humanos, los cuales estan
en su mayoria conformados por oligopéptidos de 8-10 ami-
noécidos. Esta cifra es una cantidad relativamente escasa
considerando las méas de 11,000 alteraciones genémicas po-
tenciales en los diferentes canceres®916),

L os péptidos-AAT pueden ser presentados por las célu-
las tumorales alos linfocitos T, sin embargo es condicion
necesaria para generar una adecuada respuesta que su pre-
sentacion larealicen las CPPA. Lacéluladendriticade ori-
gen hematopoyético (DC) es la més potente o eficiente de
las CPPAs. La utilizacion de DCs cargadas con péptidos-
AAT como adyuvante celular en protocol os experimentales
o aplicativos deinmunomodul acién positiva, generalas mas
frecuentes e intensas respuestas de los LCT especificos?).

Lamayoriade los péptidos-AAT identificados correspon-
den a epitopes de proteinas @) que muestran mutaciones pun-
tuales o que son sintetizadas a partir de transcripcion atipica,
como p2liras, p53, bcl/abl, CDK4, beta-catenina, CASP-8,
MUM-1, inmunoglobulinasy proteinasdel receptor paralin-
focitos T; b) sobreexpresadas, |las cual es estan presentes en
las células tumoral es en mucho mayor nivel que en los te-
jidos normales como p53 (wild type), HER-2/neu, ACE,
telomerasa; c¢) de desarrollo, que son usualmente expresa-
dos en células germinal es de testiculo pero que son re-ex-
presados en algunos tumores como MAGE-1, -2, -3, BAGE,
CAGE, PRAME, NY-ESO-1; d) de diferenciacion, que es-
tan presentes tanto en las células normales de las cuales se
origind el tumor como en las células tumorales, como
MART/Melan, gp100 y tirosinasa PSA, MUC. Y de otras
proteinas de tipo viral asociados a agunos tipos de cancer,
como E6y E7 del Virus del PapilomaHumano y EBNA-1
del Virus de Epstein-Barr(10.16),

Muchos de todos estos AAT s fueron originalmente descri-
tos en melanoma, MAGE fue el primer AAT identificado.
Debido que en las células de melanoma se han identificado
unagran cantidad de AATsy de ellos algunos (MART-1) son
€levadamente inmunogénicos, el melanomamaligno hasido
€l modelo inmunol 6gico mas estudiado. Esto ha favorecido
laaplicacién de un gran niimero de protocol os de inmunote-

rapiaantitumoral especificaen pacientescon melanomaavan-
7ado(12.17.18)

La utilizacion de los AAT en su presentacion génica en
protocol os deinmunoterapiaantitumoral en humanoshasido
limitado por su eventual riesgo de inducir carcinogénesis, y
se prefiere usarlos en su forma de péptidos-AAT. Pero la
aplicacion de estos Ultimos se limita solo a pacientes de po-
blaciones caucésicasrestringidascon alelosHLA Al+y A2+,
En condiciones muy sel eccionadas se pueden utilizar las se-
cuencias génicas-AAT, las cuales pueden ser insertadas en
vectoresde expresion paraser transferidas (transducidasotrans-
fectadas) a las céulas presentadoras profesionaes de antige-
nos, integrarse a la maquinaria de transcripcion y traduccion
celular, para su posterior procesamiento y presentacion natural
de los diferentes complejos de péptidos-HLA -sin restriccion
deaelosde HLA.

Procesamiento y presentacion antigénica de los antige-
nos asociados o0 especificos tumorales.

Se ha demostrado que para que la célula tumoral o su
CPPA de AAT genere unarespuestainmune ef ectiva deben
coincidir varias sefiales moleculares simultaneas. 1) pre-
sentar epitopes tumoral es dominantes viamoléculas MHC
I 'y Il en la superficie celular en concentracién suficiente
paraser reconocidos por los receptores TCR deloslinfoci-
tos T especificos, 2) expresar moléculas coestimulatorias
como B7.1y B7.2 y de adhesion en su superficie celular
como ICAMs que estabilizan la inmunosinapsis entre la
célulapresentadoray €l linfocito T, 3) todo esto en un am-
biente local de sefializacion de “peligro” correspondiente
alaliberacién paracrinade citocinas Thl-proinflamatorias
IL2,IL7, e INF-g producidas principalmente por células
adyuvantes 0 CPPAS(4),

Debido a que las células tumorales no son buenas pre-
sentadoras de antigenos''¥, la identificacion de que las
CPPA gjecutan esta accion de manera eficiente fue un ade-
lanto importante en el desarrollo de la terapiainmunol 6gi-
ca. El grupo de las CPPA esta conformado por monocitos/
macrofagos, linfocitos B y células dendriticas. Las CPPA
deben ser activadas parainducir respuestainmune efectiva
atravésdeloslinfocitos T, participando estrechamente tanto
en los procesos de la inmunidad innata como adquirida.
Las DC son el componente celular de mayor capacidad para
iniciar la respuesta inmune primaria y secundaria, y son
las Unicas con la capacidad para estimular alos linfocitos
T virgenes, y expresan comparativamente a otras CPPAs
muchamayor cantidad de moléculasMHC clasel y |1 como
de moléculas coestimuladoras y de mol écul as de adhesion,
sin embargo la cantidad de DCs circulantesy en lostejidos
es muy escasa?%:21),

Las DCs funcionan como centinelas tisulares que mues-
trean lo propioy lo extrafio y participan en lainduccion pri-
mariay secundariade larespuesta dependiente de linfocitos
T. En el sitio tumoral, las DC pueden internalizar y procesar
y presentar losAATS, existen fuertes evidencias que indican
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gue las DC maduras activas influyen directamente en la
activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ como efectores
antitumorales. Lavidamediadelas DC madurasesen pro-
medio de 10-12 dias, y durante sus primeras horas pueden
vigjar desde sitios periféricos por la circulacion sanguinea
y linfaticaparallegar hastalos ganglioslinféticosy activar
alos linfocitos T(?223),

Actualmente el uso clinico de las DC como adyuvantes
celulares para potenciar |a respuesta inmune de los linfoci-
tos T contra los antigenos tumorales ha sido posible en hu-
manos, gracias a nuevos métodos y tecnol ogias ex vivo que
permiten la generacion y obtencion in vitro de un gran nu-
mero de DCs autélogas derivadas de monocitos o células
hematopoyéticas-CD34+17),

Accién antitumoral deloslinfocitos T y suvaloracionin
vitro.

El conocimiento de los mecanismos de activacion de los
linfocitos T hasido crucial parael desarrollo delainmunolo-
giatumoral . Un avance significativo fue laidentificacion mo-
lecular del complejo péptido-AAT-HLA/ TCR del linfocito T
y de que & ambiente de citocinas (respuestaThl o Th2) en el
cual un antigeno es presentado alos linfocitos virgenes deter-
minael tipo de respuesta contradicho antigeno. Asi cuando €l
antigeno es presentado por las CPPA con una elevada expre-
sion de moléculasdel HLA y de moléculas co-estimul adoras,
éstos responden de manera efectiva contrala célula presenta
doradel antigeno generandose respuesta citotdxicaantitumo-
ral por loslinfocitosT CD8+. LasDC activadasy los linfoci-
tos T CD4+ intercambian sefiales moleculares y ambos
liberan paracrinamente citocinas de respuesta Thl que
favorecen la activacion y expansion de los LCT pararea-
lizar con mayor eficiencia su respuesta de lisis contra
la célula tumoral (4,

Los linfocitos T CD8+, junto con los CD4+, los NK 'y
los macrofagos son las principales células efectoras en la
respuesta inmune antitumoral. Los linfocitos T CD8+ res-
ponden contra antigenos tumorales presentados como oli-
gopéptidos de 8-10 aminoéacidos en la hendidura de las
moléculasdel HLA. Cuando loslinfocitos T CD8+ especifi-
cos de memoriareconocen las células con | os péptidos-AAT
se establecelainmunosinapsisy liberan directamente perfo-
rinas, granzimas y Fas para provocar lisis y apoptosis a la
célulatumoral.

Laterapiaideal antitumoral induciria destruccion tumo-
ral sinlesionar las células normales. La fase efectora de los
linfocitos T CD8+ antitumoral es muy dificil evaluarla in
vivo, sin embargo desde hace més de dos décadas es posible
evaluar su accion citotoxica mediante sistemas in vitro.

El repertorio inmune de linfocitos T en sujetos sanos y
pacientes con cancer que reconocen los epitopes-AAT re-
presenta una innumerable cantidad de linfocitos T. Sin em-
bargo loslinfocitos T que son activados exitosamente contra

péptidos-AAT presentados por CPPASs, pueden fallar al re-
conocer los mismos péptidos en células neoplésicas. Dife-
rentes factores pueden explicar la falta del reconocimiento
por las células T, siendo probablemente la méas importante,
la baja cantidad de complejos péptido-HLA inmunodomi-
nantes presentados en la superficie de la célulatumoral.

Lavaloracion de larespuesta antitumoral de loslinfocitos
T CDB8+ citotoxi cos especificos en el 1aboratorio hapermitido
construir modelos reduccionistas in vitro para ello. En gene-
ral loslinfocitos T avalorar deben ser expandidosin vitro con
ciclos de 7-8 dias de estimulacién empleando CPPAs de anti-
genos tumorales, al cabo de los cuales se valora su funcion
efectora contra células blanco (p.g. células tumorales). En
los ensayos clasicos de citotoxicidad paraval orar larespuesta
especificaantitumoral delinfocitos T CD8+, las célulasblan-
co son marcadas con isdtopos como 5ICr que se une a las
proteinas del citosol, luego se mezclan con los linfocitos T
estimulados, y la respuesta se determina midiendo la libera-
cion del 5Cr en € sobrenadante de la mezcla celular a partir
de lalisis de las células blanco; estos ensayos han sido los
pionerosy alin se mantienen vigentes por su gran sensibilidad
para valorar la funcién de los LCTs especificos. Entre otras
metodol ogias que han se han desarrollado mas recientemente
destacan, los ensayos de cuantificacion de la liberacién de
citocinas especificas 0 ELISPOT, en | as cual es se determina
laliberacion de INF-g e IL-2 como indicador de respuesta
de L CT, y ensayos deidentificacion (y eventua separacion) de
clonas especificas citotdxicas de linfocitos CD8+ mediante
su unién a moléculas tetraméricas recombinantes constitui-
das por €l péptido-AAT unido a molécula HLA aelo-espe-
cifica (afinidad antigénica previamente comprobada) en
complejos de 4 mondmeros. Ultimamente |a respuesta de
LCT especificos también puede establecerse mediante la
determinacion de citocinasintracel ulares o su RNAm trans-
crito por medio de PCR de tiempo real de linfocitos pre-
viamente separados por inmunofenotipaje“6).

Tanto los sujetos sanos como los pacientes con cancer
difieren no s6lo en el nimero absoluto de linfocitos T circu-
lantes dirigidos contra un AAT especifico, sino también en
su actividad funcional como célula efectora. La identifica-
cion de clonas especificas de linfocitos CD8+ especificas
mediante su unién a mol éculas tetraméricas recombinantes
hapermitido identificar varios estados con relacién asu fun-
ciénatravésde utilizar otrasmarcas, p.€j. loslinfocitos*“ nai-
ves’ o inocentes corresponden CD45RA+ y |as poblaciones
delinfocitos T de memoriaa CD45RO+, més aln los linfo-
citos T especificos naivesy no-respondedores correspondie-
ron a CD45RA+/CCR7+, y los linfocitos T especificos de
memoriay respondedores a CD45R0O+/CCR7-¢7), donde €
CCR7 marcaal receptor de quimiocina 7.

Los linfocitos T por si mismos pueden presentar altera-
ciones subcelulares que se asocian a deficiente repuesta por
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los LCT, estas condiciones sin embargo, son todavia difici-
les de determinar. Muy ocasionalmente se han descrito dife-
rentes alteraciones en la expresion de los componentes del
TCR como el CD3 zeta, y delastirosin-cinasas P56 y Zap
70 que son parte de la maquinaria de sefiali zaci 6n de traduc-
cién del linfocito T; estas tres condiciones se asocian a la
produccion de IL-2 y por ende la inadecuada respuesta in-
mune antitumoral ®.

Como evaden los tumores la respuesta inmune celular.

El tumor escapa del control inmunoldgico debido a un
mecanismo activo de produccién local de moléculasinhibi-
doras de la respuesta inmune celular y un proceso pasivo
relacionado alapérdida de presentacion del complejo pépti-
do-AAT-HLA, lo cual conlleva a anergia o ignorancia del
sistemainmune hacialas células tumorales?,

En general, lamayoriadelostumores malignos son pobre-
mente inmunogénicos, y resulta claro que, frecuentemente €l
sistema inmune no elimina a los tumores, de tal forma éstos
pueden desarrollarse provocando alta morbilidad y hasta la
muerte de quien los padece. El proceso de malignizacién
celular eslargo y complejo, durante las primeras etapas del
desarrollo de un tumor la mayoria de las células aunque ex-
presan antigenos extrafios, no son detectados como ago
peligroso®. Sehacal culado que paraque unacéulasetrans-
forme en malignadeben incidir en ellaun minimo de 6 muta-
ciones, mismas que le deben conferir ventajas proliferativas.
Detal formael desarrollo tumoral se asociaalaacumulacion
de mutaciones (inestabilidad genética) en células que se mul-
tiplican por expansion clonal, es entonces un proceso gradual
de microevolucién, donde agquellos clones que obtengan ma-
yores ventajas de crecimiento, replicacion y capacidad de so-
brevivencia predominaran en e tumor®), provocando gran
cantidad de variantes de las células tumoral es que escapan a
reconocimiento de las células inmunes. Se ha calculado que
por cada duplicacion delacélulatumoral se agregan entre6 a
60 mutaciones’®),

M (lti pl es mecanismos coinciden en el paciente con can-
cer para que se presente inmunosupresion local y sistémi-
call9%), entre ellos destacan, €l tipo de cancer, grado de
progresion tumoral y efecto del tratamiento antitumoral.
Las células tumorales son capaces de evadir el atague del
sistema inmune desarrollando diferentes estrategias para
enfrentar |os diferentes mecanismos de lainmunidad, p.gj.
cambiando sus blancos antigénicos, no expresando cons-
titutivamente moléculas coestimuladoras en la superficie
celular y no secretando citocinas inmunoestimuladoras de la
respuesta Thl. Un paso esencia para la generacion de una
respuesta inmunol 6gica efectiva es la adecuada presenta-
cion de los antigenos que distinguen como “extrafia’ auna
célula. Como se ha mencionado dicha presentacién debe
darse en el contexto de las moléculas del MHC. Alteracio-
nes en la expresion de dichas moléculas, que van desde la

pérdida parcial a total, han sido reportadas en varios tipos
tumorales?:27), |a alteracion méas comdnmente encontrada
en tumores humanos es la pérdida parcial de la expresion de
moléculas del MHC, laque ha sido reportada en tumores cer-
vicouterinos®®, de mama®, de cabezay cuello®?), sarcomas
de Kaposi asociados con virus del herpes® y en carcinomas
de pulmdn. Adicionalmente se ha observado que la presenta
cion de antigenos en algunos tumores se ve reducida por un
deficiente transporte de los mismos hacialamembranacel ular.
Dicho transporte esta a cargo de moléculas transportadoras
conacidas como TAP, un decremento en su expresion fue pri-
meramente descubierto en tumores cervicales®, y més re-
cientemente se ha detectado su pérdida en otros tipos3.

Durante su microevolucion algunos tumores tienden a
expresar genes que en condiciones normales deberian en-
contrarse inactivos. Los productos de dichos genes suelen
ser de ayuda paralaevasién inmunolégica. Asi se ha obser-
vado |la expresion de moléculas como €l antigeno HLA-G,
gue de manera natural estén restringidas a tejidos como €l
trofoblasto y que sirven para establecer una tolerancia in-
munolégica hacia el feto, €l cua se ha encontrado en mela-
nomay se ha demostrado que inhibe el ataque por células
NK. De igual forma se ha observado que algunos linfomas
cutaneos presentan una sobre-expresion de las moléculas
HLA-G®4, Laexpresion de citocinas como TGF-beta, VEGF
e |L-10 que regulan negativamente larespuestainmunol 6gi-
ca han sido detectada en algunos tumores. El TGF-beta, es
un potente factor inmunosupresivo, que afecta la activacion,
proliferaciony diferenciacion de diversas cél ulasinmunocom-
petentes®). Diversos estudios han demostrado laexpresiony
secrecion de TGF-beta por células de tumores de vejiga, car-
cinoma géstrico®®3", carcinomahepatocelular y de mama, 1o
cua incide en su capacidad de inhibir €l atague inmunol 6gi-
co. Lainterleucina 10 (IL-10), juega un papel muy impor-
tante en lainhibicion de lainmunidad mediada por células,
la secrecion de IL-10 ha sido observada en varios tumores
incluyendo el carcinomarenal, de colon, melanomay el neu-
roblastoma y se ha demostrado que la secrecion de 1L-10
confiere una total resistencia de los tumores a la lisis por
linfocitos T citotoxicos®d.

Laevasion inmunoldgicaen el cancer no se halimitado a
lainhibicién de ciertos mecanismos inmunes, sino que al-
gunos tumores han desarrollado estrategias de contraataque
por medio de las cuales eliminan a las células de defensa.
Esto selogra através de la expresion en lamembranade las
células tumorales de la molécula conocida como el ligando
de Fas (Fas-L). Fas-L es una proteina transmembranal que
induce apoptosis mediante la unién y activacion del recep-
tor Fas. El sistema Fas-L/Fas es esencial para mantener la
homeostasis inmunol 6gical®?, pues es a través de éste que
se regula el nimero de linfacitos circulantes después de un
atague inmunol égico, y participatambién en lareaccion de
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citotoxicidad mediadapor linfocitos T. Fas-L esnaturalmente
expresado en las células del testiculo, €l ojo €l cerebroy la
placenta, donde contribuye a la eliminacion de linfocitos
infiltrantesy asi mantener el estado de privilegio inmunol 6-
gico de estos tejidos. Sin embargo, se ha encontrado que
Fas-L también es expresado por células de melanomal“,
astrocitoma®?, linfomas“?, sarcoma de Ewing, carcinoma
de colon, cancer de higadod y carcinoma de pulmén4), y
en estas condiciones el tumor es capaz de contraatacar y €li-
minar aloslinfocitos T quelograron ser activadosy llegar al
tejido tumoral para gjercer accion citotoxica.

Es importante hacer notar que en la evasion de |os tumo-
res a la respuesta inmune, algunos de ellos son capaces de
gjecutar varias de |as estrategias simultaneamentel344%), Es
muy probable que esta capacidad incrementada de evadir al
sistemainmune represente una ventaja de supervivencia del
tumor y tenga, por lo tanto, relacién con la agresividad de
diversos canceres en particular.

Las expectativas presentes

Diversas metodologias experimentales utilizadas para
entender 10s mecanismos celulares, subcelulares y molecu-
lares de larespuestainmune celular antitumoral han podido
ser aplicadas para inmunodiagnéstico y en protocolos de
inmunoterapia celular en pacientes con cancer.

Un paso esencial para el éxito de inmunoterapia celu-
lar en cancer es que los LCT identifiquen las células con
AAT como extrafias y realicen su accion citolitica. Los
antigenos tumorales, tanto en su presentacion génica,
como de proteina recombinante, 0 como péptidos sintéti-
cos, pueden ser pulsados, transfectados o transducidos a
CPPAs in vivo o0 ex vivo. Diferentes péptidos sintéticos
han sido utilizados en protocolos de inmunomodul acion
positiva antitumoral adicionandol es simultaneamente una
gran variedad de adyuvantes mol ecul ares y/o citocinas
para estimular la respuesta inmune de tipo Th1l.

Losfactoresquelimitan el impacto terapéutico deloslin-
focitos T contrael tumor pueden dividirse en factoresintrin-
secos de linfocitos, y en los propios de la célula tumoral.
Evidencias experimental es sugieren que lasobreviday efec-
tividad de los LCT dependen de factores de ayuda de los
linfocitos T CD4+, por lo que €l éxito delareaccién inmune
depende esencialmente de lainteraccion antitumoral delin-
focitos T CD4+ y de CD8+ especificos*®).

Se conocen actualmente algunos mecanismos que pue-
den limitar la efectividad de la respuesta inmune antitumo-
ral en cadatipo de cancer, los cuales hemos comentado, sin
embargo probablemente unamayor cantidad de mecanismos
esté ain por identificarse.

Estamos aprendiendo Ultimamente, que la respuesta in-
muneinnataantitumoral eslaprimeraen fallar al no recono-

cer a tumor como unacondicion de “peligro”. Si lapresen-
ciadel tumor no genera sefiales de “peligro”, las CPPAs no
son suficientemente activadas y no expresarian suficiente-
mente mol écul as co-estimul atorias paraactivar aloslinfoci-
tos T especificos anti-AAT.

Recientemente se haencontrado que en larespuestainmu-
ne antitumoral ademas de participar las CPPASs, loslinfocitos
T CD4+ y CD8+, y los NK, intervienen otras células como
poblaciones de linfocitos T que expresan algunas marcas de
losNK (NKT) y loslinfocitos T CD25+CD4+. Estas dos Ul-
timas células funcionan como supresoras naturales regu-
lando negativamente la respuesta inmune antitumoral y
participan en la tolerancia al tumor(3. Dichas células se
han identificado en tumores avanzados e incluso en €l in-
filtrado tumoral, y su activacién requiere de la coopera-
cion de citocinas como el IFN-g, TNF-ay TGF-b. Cuando
las células NKT son estimuladas viainteraccion con su TCR
con lamolécula CD 1d (parecidas a las moléculas clase |
del MHC), producen una gran cantidad de citocinas-Th2
p.g. IL-13, IL-4, IL-10 muchas de las cuales son anti-in-
flamatorias y tienen el potencial de inhibir la destruccion
tumoral mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+ y pueden
debilitar las CPPAS(1349) | a identificacion de nuevas po-
blaciones de linfocitos T que regulan latolerancia tumoral
van aclarando la interaccion de las células transformadas
con el sistema inmune.

Con estos Ultimos conceptos, se ha considerado que para
mejorar la respuesta inmune antitumoral en una enferme-
dad establecida, podrian adicionarse sefiales de “peligro”
como estrategia de protocolos clinicos. Al respecto, se han
identificado algunas moléculas endégenas que funcionan
como sefiales locales de “peligro”, entre ellaslaliberacion
de nuclettidosintracel ulares, de cadenas de DNA de doble
cadena o de proteinas de choque térmico de células mo-
ribundas; éstas podrian utilizarse simultaneamente a la
administracion de diferentes citocinas como el GM-CSF,
IL-2,IL-15y los interferones de tipo I, u otras citocinas
pro-inflamatorias que estimularan la inmunidad innata.
Asimismo en otra estrategia con el mismo fin, podria
depletarse transitoriamente las células NKT y los linfo-
citos T CD25+CD4+, o inhibir sus moléculas efectoras,
p.gj. con laaplicacién de IL-13.

Estrategias clinicas para mejorar larespuestainmune an-
titumoral (ver Moingeon 2001).

Dos grandes lineas de estrategias se han propuesto para
mejorar la respuesta clinica del paciente tratado con inmu-
noterapia antitumoral. La primera, relacionada con la apli-
cacion de diferentes sistemas o plataf ormas de presentacion
delosAATsaloslinfocitos T especificos, utilizando pépti-
dos, construcciones génicas y proteinas recombinantes de
AATsen diferentes combinacionesy secuencias para cebar,
aumentar o reforzar la respuesta celular antitumoral; esto,
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en adyuvancia con adicionar sefiales que faciliten la activa-
cion y maduracién de DC, como p.gj. CD40, LPS detoxifi-
cado, poli I:C. GM-CSF e IL-2.

La segunda linea es aumentar la dominancia o inmunoge-
nicidad de los AATSs. En esta estrategia puede haber diferen-
tes variantes: a) utilizar la aplicacion de AATSs especificos
multiples simultaneos, como MAGEL y MAGES en caso de
melanoma; b) construir antigenos mas potentes que 1os na-
turales, p.gj. mediante mutaciones puntuales en el segundo
y penultimo aminoacido del oligopéptido basados en €l uso
de softwares de prediccion antigénica de péptidos; ¢) agre-
gar alas construcciones génicas-AATS, secuencias génicas
de sefialamiento quefaciliten el procesamiento natural y pre-
sentacion de éstos para aumentar su cantidad en la superfi-
cie celular; d) realizar la identificacién dinamica de la ex-
presion delosAATs en laevolucion clinicadel tumor y uti-
lizarlos como blancos antitumorales®® y €) incorporar otros
tipos de tratamientos sincronizados alatransferenciade lin-
focitos T antitumoral es autdl ogos activados ex vivo, como €l
uso de quimioterapia para depletar suslinfocitos circulantes
antes de latransferencia®.

Otra serie de estrategias propuestas son: aplicar inmu-
noterapia multimodal antitumoral, usar vacunas con multi-
epitopes, usar citocinas como adyuvantes (GM-CSF, IL-2,
IL-12), usar INF-g para aumentar la expresion de pépti-
dos-HLA en las células blanco, y usar péptidos-MHC cla-
se |l adicionales, para aumentar la potenciay duracion de
la respuesta inmune celular®D, y emplear inmunoterapia
en pacientes en etapas clinicas tempranas o con minima
enfermedad residual 513,

En relacion con € uso de DCs como adyuvante celular,
actualmente se aplica en gran niimero protocol os de inmuno-
terapia anti-tumoral. La estrategia mas frecuente es pulsar a
las DC con péptidos-AAT, Thurner y col. demostraron quela
vacunacion con DC pulsadas con €l péptido Mage-3A1 en
pacientes con melanoma avanzado provoca regresion tempo-
ral de las metéstasis, estos resultados y otros similares(1%:23),
son estimulantes. Aunque el uso de las DCs como adyuvante
en este tipo de protocol os se encuentran en sus primeras eta-
pas, gran cantidad de pardmetros necesitan ser establecidos,
p.g..emplear poblaciones especificas de DC, escoger €l esta-
do 6ptimo de maduracion celular y de estimulo especifico, y
seleccionar dosisde aplicacion, frecuencia, periodicidad, ruta
deaplicacion, lafuente de obtencion, lapreparacionyy estrate-
gia para cargarlas con el antigeno, asi como identificar otras
las“marcas’ inmunol dgi cas que nos permitan predecir su efi-
caciaclinica®?.

Siendo que en los pacientes con cancer €l nimero de DCs
competentes esta significativamente disminuido en sangre
periféricay que predominan las poblaciones de DCs inma-
duras no activadas®®); diferentes estrategias pretenden in-
crementarlas y tornarlas competentes. Otro muy reciente

aspecto del estudio de las DC es entender su flexibilidad y
cooperacion parapolarizar aloslinfocitos T CD4+ haciasu
respuesta Thl o Th2. Se sabe que distintas poblaciones de
DC inducen distintas poblaciones de linfocitos T, también
se ha encontrado que la activacion de la DC maduras tiene
estrecha relacion con su cinética de activacion (produccion
IFN-g) la cual es optimapor 8 h (DC-activada) y alas48 h
se dehilita (DC-exhausta), siendo también que esta condi-
cion esta directamente relacionada con la dosis antigénica
(ng/ml). Por ello ahora se considera que la activacion delos
linfocitos T esta directamente relacionada con €l tipo, ciné-
ticade activacion y densidad delas DC, tanto por la concen-
tracion in situ del péptido antigénico?223), Otranueva etapa
que sevislumbra, eslamanipulacién in vivo de DC median-
te el uso de DC-poyetinas.

Por otra parte, laidentificacion de la secuenciadel genoma
humano, € desarrollo delastecnologiasen gendmicay proted-
micamas lainmunol égicaanaliticahan hecho factible escudri-
fiar cualquier proteina con laintencién de identificar péptidos
tumoralesinmunogénicos®>9. L atecnologiade“ microarrays’
de ADN o chips de genes, herramienta nueva muy poderosa
gue permiteidentificar el ADN o del ARNm de muchoscien-
tos o miles de genes simultaneamente en las células tumora-
les. Esto permitiria obtener unaimagen més completade su
perfil y expresion gendmica a la conocida, la cua pudiera
ser la base para nuevas clasificaciones del cancer y predic-
cionesmasprecisasen larespuestaal tratamiento, tanto como
para identificar blancos terapéuticos potenciales, incluso
blancos inmunol gicos®>%6), Otros “microarrays’ de pro-
teinas pueden determinar en las células tumorales su diver-
sidad en su expresion®457),

Una muy reciente posibilidad es identificar oligopépti-
dos antigénicos en las células tumorales ala partir de laes-
trategia denominada“inmunologiareversa’, la cual estaba-
sada la integracion de metodologias para predecir epitopes
tumorales a partir de la estructura primaria de las proteinas
sobreexpresadas y su afinidad de union amoléculas HLA y
en su exploracion de su inmunogenicidad basado en lame-
dicion de larespuestade LCT especificos contra CPPA car-
gadas con €l péptido en estudio. Los genes sobreexpresados
en células cancerosas podrian ser identificados por expresion
diferencial con células normales p.gj. con “microarrays de
ADN"; los exones correspondientes que expresen proteinas
relacionados con carcinogénesis u oncogénesis seran explo-
rados con € método de deduccion de epitopes queincluye: 1)
el usar agoritmos de diferentes softwares o paguetes bioin-
formaticos relacionados con € corte de la proteina en mdilti-
plesoligopéptidosy su afinidad de cada uno en su unién con
las diferentes moléculas del HLA, y relacionados a proce-
samiento de laproteinaen el inmunoproteosomay su degra-
dacion en oligopéptidos; 2) determinar experimentalmente
laestabilidad del complejo péptido-HLA predicho e identifi-
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car y comprobar la presencia de los complejos de dichos
complejos péptidos-HLA en la célula tumoral, mediante
su elusion por diferentes técnicas p.gj. andlisis por CLAR/
espectometria de masas. El siguiente paso es demostrar la
generacion de respuesta de CTLs, mediante la valoracion
cuantitativay cualitativain vitro de respuesta de linfocitos T
especificos tanto en donadores sanos como en pacientes con
cancer (ver Accion antitumoral deloslinfocitos T y suvalora
cién in vitro ). Para después realizar 1os ensayos in vivo de
proteccion antitumoral en ratén y finalmente iniciar los en-
sayosclinicos-fase 1. Con esta estrategia podran identificar-
se los antigenos tumorales de “segunda generacién” con
mucha mayor diversidad y en mucho menor tiempo. Esto
podriaredituar gran beneficio en el disefio de vacunas profi-
l4cticas y terapéuticas contra los diversos tumores®259),

La inmunoterapia celular mediada por linfocitos T se suma
actuamented arsena tergpéutico contralosdiferentes canceres.

Laidentificacion delosAAT, de los mecanismos subce-
lularesinvolucrados en el procesamiento y presentacion de
antigenos, de las CPPAs, de las fases reconocimiento y ac-
tivacion de los linfocitos T y de las estrategias que em-
plean los tumores para evadir la respuesta inmune son las
principal es bases cientificas para entender lainmunol ogia
tumoral. Mltiples estudios experimental es han demostra-
do que clonas especificasdeloslinfocitos T CD4+y CD8+
reconocen oligopéptidos inmunogénicos tumorales y rea-
lizan la principal respuesta efectora contralostumores. La
inmunomodul acién positiva en las fases de reconocimien-
to y efectora de los linfocitos T ha provocado respuestas
antitumoral es objetivas en los model os experimental es.

El paradigma de este cuerpo de conocimientos, se ha ex-
trapolado a los diferentes protocol os de inmunoterapia me-
diada por linfocitos T en pacientes con cancer avanzado y
los resultados demuestran respuestas objetivas parciales.

Laidentificacion de nuevos antigenos asociados tumorales,
y de otros mecanismos adicionales que la cdula tumora em-
pleaparaevadir larespuestainmune, permitiran enriquecer las
estrategias de inmunomodulacion positiva antitumoral. Por la
gran diversidad de blancos antigénicos tumoraesy las particu-
lares estrategias de evasion inmune de los diferentes tumores,
los futuros protocol os de inmunoterapia probablemente seran
disefiados cuasi-personal es para cada paciente.

En |os préximos afios nos sorprenderemos de | os efectos
terapéuticos de la inmunomodulacion positiva en pacientes
Con cancer.
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