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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de mortalidad tanto a nivel
mundial como nacional. Segun datos de la Comisién Honoraria de la Lucha
Contra el Cancer (CHLCC), en Uruguay constituye el 32,8% del total de las
defunciones por afio; por este motivo son necesarios tratamientos mas
efectivos y especificos contra esta enfermedad.

El cancer es un tejido de crecimiento y desarrollo anormal, que a través de
interacciones con el medio que lo rodea logra evadir el sistema inmune, el
principal encargado de la vigilancia y eliminacion de aquellas células
potencialmente dafiinas contra el organismo. En los ultimos tiempos se han
desarrollado terapias que intentan utilizar las caracteristicas antitumorales del
sistema inmune. De estos tratamientos, los que han tenido mayor éxito son los
anticuerpos monoclonales (AcMo). Mas de 30 han sido aprobados para uso
terapéutico, mayormente contra el cancer y desérdenes inmunitarios.

Es importante la bUsqueda de nuevas dianas para los AcMo: los
glicoconjugados tienen ventajas notorias, dado que en el proceso de
transformacién tumoral son moléculas muy frecuentemente modificadas,
presentando alteraciones como pérdida de expresion, sobreexpresion,
estructuras truncadas, acumulacion de precursores y/o nuevas estructuras, que
no estan presentes en las células normales. A su vez, se sabe que estas
estructuras son fundamentales para el desarrollo y progresion tumoral.

El objetivo del presente trabajo fue conocer la situacién actual con respecto
al tratamiento contra el cancer mediante el uso de AcMo que reconocen
antigenos carbohidrato, a través de una revision bibliografica. Varias
investigaciones han demostrado que los AcMo dirigidos contra diversos
antigenos carbohidrato (GD2, Lewis, Tn, entre otros) han demostrado ser
efectivos a distintos niveles. EI AcMo anti-GD2 3F8 ha sido incluso aprobado
para su uso en la terapia contra el neuroblastoma. Una estructura novedosa en
el tratamiento contra el cancer son los linfocitos CAR —T; estos linfocitos han
sido modificados genéticamente para expresar en su porcion de
reconocimiento el fragmento de un anticuerpo que le otorga la capacidad al
linfocito T de reconocer estructuras glucidicas, generando potenciales ventajas

terapéuticas en la mejora de la funcién antitumoral.



JUSTIFICACION

El cancer continta siendo un importante problema de salud. EI mismo tiene
una alta tasa de morbimortalidad en el mundo, y particularmente en nuestro
pais ocupa el segundo lugar como causa de muerte. Con el advenimiento de
nuevas tecnologias, la terapia biologica se ha convertido en un pilar importante
en el tratamiento dirigido de esta enfermedad. A la luz de las Ultimas
investigaciones es indiscutible el rol fundamental que juega el sistema inmune
en la respuesta del organismo contra el cancer. A su vez, hay evidencia que
sostiene que las células tumorales desarrollan sistemas que le permiten evadir
esta respuesta, lo que aumenta su agresividad y metastasis.

Es una tarea compleja encontrar blancos moleculares que sean especificos
contra las células tumorales, accesibles y efectivos tanto para el diagnostico
como para el tratamiento. En este marco, se sabe que los glicoconjugados
podrian cumplir con estas caracteristicas, ya que se expresan abundantemente
y con modificaciones estructurales a nivel de la membrana celular de las
células tumorales, a diferencia de lo que ocurre con las células normales. Por
otra parte, los glicoconjugados asociados a tumores (Antigeno Carbohidrato
Asociado a Tumor, TACAs por su sigla en inglés) tienen implicancias
funcionales, potenciando la progresion, diseminacion e invasividad del tumor
(1). Sin embargo, el sistema inmune celular, el mas efectivo contra el cancer,
reconoce con dificultad estas estructuras, no asi la inmunidad humoral, que
puede reconocerlos con facilidad pero con menos efectividad. Aln asi, hoy en
dia existen y se utilizan una amplia variedad de AcMo como tratamiento de
primera linea contra ciertos tipos de tumores, con una alta tasa de respuesta y
generando un cambio impactante en la morbimortalidad de algunos de ellos,
clasicamente considerados de mal prondstico (2).

Tomando en consideracidén estos aspectos, el objetivo del actual trabajo es
realizar una revision bibliografica acerca de los actuales avances en lo que
refiere a AcMo que reconocen antigenos carbohidratos, abarcando: tipos de
AcMo anti-carbohidrato que existen, en qué fase de experimentacion se
encuentran, su uso clinico actual o potencial. A su vez, esto permitira formular

nuevas interrogantes para impulsar nuevas investigaciones.



INTRODUCCION - MARCO TEORICO

El cancer

El cancer es una de las principales causas de mortalidad y su incidencia
aumenta afio a afio. Segun datos de la OMS, en 2012 fallecieron 8,2 millones
de personas debido a esta enfermedad y se prevé que los casos anuales de
cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 millones en las proximas dos
décadas. De acuerdo con la CHLCC, las muertes por cancer constituyen
aproximadamente un 23.8% del total de las defunciones registradas en
Uruguay cada afio (cifras del 2010). En el periodo 2006-2010 se han registrado
74.277 nuevos casos de tumores malignos, en el mismo periodo las muertes
han sido 39.293 (7.859/afio promedio), y lo previsto es que estos datos
empeoren.(3)

Por definicion, el cancer es un tejido compuesto por distintos tipos celulares
que interactian entre si de forma compleja; dicho tejido ha perdido la
capacidad de cumplir su funcién original y no respeta los limites anatémicos.
Esto involucra una serie de alteraciones a nivel de la sefalizacion intra e inter
celular, promoviendo la disregulacion del ciclo celular y facilitando la
proliferacion; la emergencia de células invasoras que se disocian del tumor
digieren la matriz, migran a través de la misma y de las membranas basales. A
su vez, recluta células endoteliales y forma neovasos; le otorga a las células
tumorales caracteristicas en la superficie celular que promueve interacciones
con plaquetas, leucocitos y células endoteliales facilitando la evasion del
sistema inmune. Finalmente, un grupo superviviente de células invade,
neovasculariza, disemina, extravasa y prolifera en una nueva localizacion para
convertirse en metastasis. (4). Una de las caracteristicas de malignidad de las
células tumorales es la pérdida de la capacidad de envejecer y morir, dado por
la reactivacion de la actividad de la telomerasa, que permite que las células se
repliquen casi indefinidamente. (5)

En la historia natural de gran parte de los tumores malignos se cumplen
varios cambios moleculares, que en términos generales son comunes a la
mayoria de los tipos de cancer. Han sido descritas 10 caracteristicas tumorales
(6) que son importantes en la progresién del cancer y sobre las cuéles se

puede actuar a la hora de realizar un tratamiento. En la figura 1 se resumen los



principales cambios sobre los que se puede actuar en la terapia contra el
cancer. (5)

Es preciso sefialar que el organismo no se encuentra indefenso contra estas
mutaciones: El sistema inmunitario es su principal mecanismo de defensa. La
inmunovigilancia establece que las células y tejidos son constantemente
monitorizados por el sistema inmune y esto permite reconocer y eliminar la
mayoria de las células tumorales y tumores incipientes. Tumores altamente
inmunogénicos suelen ser eliminados en huéspedes inmunocompetentes
(inmunoedicién) dejando las variantes menos inmunogénicas que son las que
crecen y generan tumores clinicamente evidentes. (5)

Para entender como interactian entre si las células tumorales y el sistema
inmune, es necesario repasar algunos conceptos generales sobre inmunidad.

Sistema Inmune

Es el sistema encargado de la defensa del organismo contra cualquier
agente potencialmente dafiino (microorganismos, toxinas, células tumorales,
etc.). Se divide clasicamente en dos ramas funcionales, una rama innata y otra
adaptativa. Ambas partes se relacionan entre si, puesto que la inmunidad
innata estimula a la adaptativa y viceversa. En la tabla 1 se detallan los
distintos componentes de la inmunidad innata. Aquello que los linfocitos
reconocen como extrafio se denomina antigeno (Ag). Las caracteristicas que
diferencian a la inmunidad innata de la adaptativa se resumen en la tabla 2. (7)

La inmunidad adaptativa cuenta con dos categorias principales: la inmunidad
humoral y la celular. La primera esta constituida por los linfocitos B, que al
diferenciarse en células plasmaticas producen los anticuerpos. Estos circulan
por la sangre, reconocen antigenos, los neutralizan y los marcan para su
posterior eliminacion. La inmunidad celular esta formada por linfocitos T,
quienes se encargan de la destruccion de patégenos intracelulares. Reconocen
Gnicamente Ag peptidicos que estén unidos al complejo mayor de
histocompatibilidad (CPH) presente en la membrana celular. En la figura 2 se
resumen los principales componentes de la inmunidad adaptativa, y sus

caracteristicas se definen en la tabla 3. (7)
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Figura 1: Principales dianas moleculares en el tratamiento contra el cancer. Las

drogas mencionadas son ejemplos de cada categoria, existiendo muchas mas de las
mencionadas. Extraido de Hanahan, 2011, Hallmarks of Cancer: The next generation

Tabla 1: Resumen de los diferentes componentes de la inmunidad innata. Extraido

de Abbas, Inmunologia celular y molecular.

Componente Funcion

Barreras

Capas del epitelio Prevenir la entrada de MO

Defensinas, linfocitos Muerte de MO

intraepiteliales

Células efectoras circulantes

Neutrofilos Fagocitosis temprana, muerte de MO

Macréfagos Fagocitosis, muerte de MO, activaciéon de respuesta
inflamatoria

Células NK Muerte de células infectadas, activacién de macrofagos

Proteinas efectoras circulantes

Complemento Muerte de MO, opsonizacidn, activacion de leucocitos

Lectinas Opsonizacién, activacién del complemento

Proteina C reactiva Opsonizacién, activacién del complemento

Factores de coagulacion Compartalizacion de tejidos infectados

Citoquinas

TNF, IL-1, quimioquinas Inflamacién

IFNay Resistencia a infecciones virales

IFNy Activacion de macréfagos

IL-12, I1L-18, IL-23 Produccion de IFNy por NK y células T

IL-15 Proliferacion de células NK

IL-10, TGFB Control de la inflamacion




Tabla 2: Principales diferencias entre la inmunidad innata y adaptativa. Extraido de

Abbas, Inmunologia celular y molecular

Caracteristicas Inmunidad innata Inmunidad adaptativa
Especificidad Frente a las estructuras Para los antigenos
compartidad por grupos microbianos o no
de MO afines
Diversidad Limitada, codificada por la | Muy amplia; los receptores se
linea germinal producen por la combinacién
somatica de segmentos
génicos
Memoria Nula Si
Autotolerancia Si Si
Componentes
Barreras celulares | Piel, epitelios, mucosas; Linfocitos presentes en los
y quimicas productos quimicos epitelios; anticuerpos
antimicrobianos segregados en las superficies
epiteliales
Proteinas Complemento, otras Anticuerpos
sanguineas
Células Fagocitos y linfocitos NK | Linfocitos

Tabla 3: Principales caracteristicas de la inmunidad adaptativa. Extraido de Abbas,

Inmunologia celular y molecular

Caracteristica Importancia funcional

Especificidad Garantiza que los distintos Ag generen respuestas
especificas

Diversidad El sistema inmune responde a una gran variedad de
Ag

Memoria Amplifica la respuesta al repetirse la exposicion

Aumenta la cantidad de linfocitos especificos contra
un Ag

Expansion clonal

Genera respuestas Optimas en la defensa contra
diversos tipos de MO

Especializaciéon

Permite que el sistema inmune responda ante el
contacto con Ag nuevos

Contencién y
homeostasis

Evita la lesion del anfitrion durante la respuesta a Ag
extranos

Autotolerancia
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Existen varias subpoblaciones de linfocitos, detalladas en la figura 3. La
respuesta efectora de la inmunidad adaptativa puede resumirse a cuatro tipos
de acciones: opsonizacion, fagocitosis, citotoxicidad celular mediada por
anticuerpos (ADCC) vy citotoxicidad celular mediada por complemento
(CDC).(7)

Las células tumorales pueden considerarse un hibrido entre las células
propias, para las cuales el sistema inmunitario muestra tolerancia, y células
extrafias, que el sistema reconoce como tales e intenta eliminar. Asi es que
surgen los conceptos de inmunidad antitumoral y evasién del sistema
inmune.(7)

Inmunidad Antitumoral

Los tumores expresan Ag que son reconocidos por el sistema inmune, y
varios estudios ponen de manifiesto la existencia de tumores rodeados de
infiltrados de células mononucleares (LT, NK y macréfagos). Las
caracteristicas de la respuesta son propias de la inmunidad adaptativa y esta
mediada principalmente por LT. Sin embargo, la respuesta inmunitaria no
siempre es capaz de evitar el crecimiento del tumor pues éste suele ser
inmunogénicamente débil. Ademas, el rapido crecimiento y diseminacion
superan la capacidad del sistema inmune de controlarlo. (8)

Es posible activar eficazmente al sistema inmune de forma externa para
erradicar tumores, lo que ha motivado mdultiples investigaciones con el fin de
transformar esta caracteristica en una herramienta terapéutica. Varias son las
respuestas inmunes antitumorales potencialmente Utiles como terapia. De la
rama innata se destacan los NK, los macrofagos (in vitro) y los neutréfilos; de la
adaptativa destacan los LT, aunque también puede existir respuesta humoral.
(8)

Respuesta antitumoral y evasiéon del sistema inmune

En el apartado de cancer se ha explicado el concepto de inmunovigilancia e
inmunoedicion. Las células del sistema inmune que se infiltran se consideran
un constituyente mas de los tumores; estas células operan de un modo
conflictivo ya que se sabe pueden antagonizar con el tumor o promover su
desarrollo. La lista de células inflamatorias que promueven el crecimiento
tumoral incluye subtipos de macréfagos, mastocitos y neutréfilos asi como

también linfocitos T y B. Estas células inflamatorias segregan TGF, VEGF,



quimioquinas y citoquinas que amplifican el estado inflamatorio, pudiendo
producir factores pro-invasivos, enzimas que degradan la matriz, cisteina y
proteasas. El balance entre respuestas pro y anti-tumorales resulta decisivo
tanto en el prondstico como en la busqueda de nuevas terapias. (8)

Los mecanismos de evasion tumoral se detallan en la tabla 4

En los ultimos tiempos se ha comprobado la efectividad de los tratamientos
onco-especifico. Una herramienta ampliamente utilizada y sobre la cual se
trabaja cada vez mas son los anticuerpos monoclonales.

Anticuerpos y Anticuerpos Monoclonales

Una molécula de anticuerpo (Ac) esta formada por 4 cadenas peptidicas, 2
livianas y 2 pesadas, idénticas entre ellas, que se unen por puentes disulfuro.
Sus funciones principales son reconocer antigenos, unirlos y llevar a cabo la
respuesta efectora, la que determinard el tipo de unidn a receptores y la
capacidad de fijar el complemento. La porcion variable de las cadenas livianas
y pesadas es la que otorga la especificidad. La porcion constante de las
cadenas pesadas determina los distintos isotipos de inmunoglobulinas (lg):
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. En la tabla 6 se detallan las principales caracteristicas
de estas proteinas. (9)

Cada molécula de Ac tiene dos sitios de union al Ag, compuestos por tres
regiones variables, denominadas CDR 1,2 y 3, siendo CDR3 el més variable.

Los Ac son capaces de generar multiples respuestas tras su union al Ag,
gue depende del isotipo de Ig. Dichas respuestas se detallan en la figura 4.

Los anticuerpos monoclonales (AcMo) fueron creados por Milstein y Koler,
quienes fusionaron una linea celular de mieloma murino con células de bazo de
un raton inmunizado. Gracias a dicho procedimiento lograron seleccionar
Unicamente las células hibridas y las clonas con especificidad conocida.

El concepto que interesa destacar es el de "magic bullets", acuiiado por Paul
Ehrlich hace mas de un siglo. Ehrlich buscé productos especificos que tuviesen
afinidad Unicamente por organismos patdgenos, formulando de esa manera el
concepto anteriormente vertido que mantiene su vigencia hoy por hoy. Su
intencion fue encontrar productos que actuasen sobre la causa de la
enfermedad dejando indemne al huésped. Los AcMo representan dicho
concepto y fueron creados para tal fin. Actualmente son utilizados tanto con

fines terapéuticos como diagnésticos. (10)



Tabla 4: Mecanismos de evasion tumoral (Abbas, 2013, mod)

Mecanismo evasor

Tolerancia

imunitaria

especifica

Linfocito T Estan aumentados en personas con tumores y también se

Regulador encuentran en infiltrados tumorales

Pérdida de Frecuente en tumores de crecimiento rapido. Células con

expresion mutaciones que no expresan estos Ag, Si N0 son necesarios para

antigénica el crecimiento ni mantenimiento, tienen ventaja sobre las demas.
Su pérdida se relaciona con mayor crecimiento y potencial
metastasico

No expresion de Las moléculas CPH de clase Il son necesarias para la activacion

CPH I de los LT cooperadores

Productos de Muchos tumores secretan TGF@3, un inhibidor de la proliferacion y

células tumorales | funcién efectora de LT y macrofagos. Expresion de FasL, que se

inhibidores une a Fas en leucocitos induciendo su apoptosis

Enmascaramiento | Las células tumorales expresan mayor cantidad de glicocaliz que

antigénico las células normales
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Opsonization and
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Figura 4: Mecanismos efectores humorales. Extraido de Abbas, Inmunologia

celular y molecular
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Figura 5. Quimerizacién y humanizacion de anticuerpos monoclonales. A) Monoclonal
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humano el resto de las cadenas.C) Monoclonal humanizado: sélo incluye los segmentos

hipervariables de origen murino. D) Monoclonal humano.

Extraido de Garcia Merino, A.

Anticuerpos monoclonales, aspectos basicos. Neurologia. El Sevier. Vol. 26. Nim. 05. Junio

2011

Tabla 5: Inmunoglobulinas y sus principales caracteristicas. Extraida del Abbas,

inmunologia celular y molecular

IgG Monomérica Abundante en sangre Inmunidad pasiva del feto (cruza la placenta)
Fija el complemento
Opsoniza o recubre bacterias
Citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpo (tipo NK)
Respuesta inmune secundaria (mayor
cantidad)
IgM Pentamérica Primer isotipo formado por las | Activa el complemento
Unida por la | células plasmaticas Respuesta inmunitaria  primaria  (primer
proteina J isotipo)
IgA Monomérica (en | En secreciones (lagrima, saliva, | Proteccion (epitelios)
sangre) Dimérica | mucosas nasal e intestinal, | Inmunidad pasiva del lactante (leche)
unida por la | vagina, saco conjuntival, leche) Reconocimiento de parasitos por eosinofilos
proteina J (monomeérica)
IgD Monomérica Superficie de linfocitos B (SIGD) | Activacion de células B en células
plasmaticas
IgE Monomérica Superficie de basofilos y células | Degranulaciéon de basofilos y células cebadas

cebadas

(liberacion de histamina, heparina, factores
quimiotacticos de eosindfilos y neutréfilos,
produccion de leucotrienos)

Hipersensibilidad inmediata



http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337
http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337
http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337
http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337
http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337
http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337
http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337
http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/sumario/vol-26-num-05-13010337

La administracion de anticuerpos monoclonales murinos a seres humanos
gener6 problemas de tolerancia con produccién de Ac humanos anti-murinos
(HAMA) que disminuian la eficacia. (11)

Para que esto no sucediese se logréo quimerizar (la regién variable es
murina, el resto es humano) y humanizar (s6lo son murinas las regiones
hipervariables de las cadenas ligeras y pesadas) dichos anticuerpos
monoclonales. Los AcMo humanos son mas ventajosos pues tienen menor
antigenicidad, mejor tolerancia, mejor funcionalidad en seres humanos y mayor
tiempo de circulacion en relacion con el resto. (Ver figura 5) (11)

Mas de 30 AcMo han sido aprobados a nivel mundial para su uso
terapéutico. El uso clinico de éstos estd mayoritariamente limitado al
tratamiento del cancer y de los desérdenes inmunitarios. Mas del 80% del
mercado mundial de anticuerpos esta dirigido Unicamente contra cinco dianas
moleculares: TNFa, HER2, CD20, EGFR y VEGF (ver tabla 6). Los avances
tecnologicos de los ultimos tiempos han permitido grandes avances entre los
gue se cuentan anticuerpos conjugados (ADCs), anticuerpos bisespecificos y
Fc modificados mediante ingenieria genética para lograr vidas medias mas
largas y mejores funciones efectoras. Estos avances hacen posible la
produccién de Ac altamente funcionales contra virtualmente cualquier Ag o
epitopo. Sus caracteristicas bioldgicas y clinicas asi como su modo de accién
difieren ampliamente unos de otros. (11)

Por lo antedicho se hace necesaria la busqueda de nuevas dianas
exclusivas de cancer. En este contexto los glicoconjugados tienen ventajas
notorias, ya que su alteracibn puede objetivarse en la mayoria de las
neoplasias.

Glicoconjugados y cancer

Todas las células y algunas macromoléculas poseen azlcares
(monosacéridos y/u oligosacéaridos) ya sea libres o unidos covalentemente a
estructuras no glucosidicas (proteinas, lipidos) formando glicoconjugados
(glicoproteinas y glicolipidos respectivamente). Los glicoconjugados presentes
en la superficie celular son caracteristicos del tipo celular y se expresan de
forma especifica segun la etapa de desarrollo de las células o los tejidos. Uno
de los primeros cambios que sufren las células durante la transformacion

tumoral es la alteracion en la estructura normal de estas moléculas, lo que en



Tabla 6: Principales dianas moleculares y los anticuerpos monoclonales aprobados

por la FDA desarrollados contra ellas.

Dianas

Anticuerpos
aprobados

Principales caracteristicas

TNFa

Infliximab

Potente accién antiinflamatoria; inhibe el TNFa e induce
apoptosis de LT anormalmente activados; se usa
fundamentalmente para el tratamiento de patologias
autoinmunes

Adalimumab

Inhibe el TNFa e induce apoptosis en LT anormalmente
activados. Se usa en el tratamiento de artritis reumatoide
y enfermedad de Chron

Golimumab

Inhibidor de TNFa; se usa en el tratamiento de patologia
autoinmune

HER2

Trastuzumab

AcMo humanizado de tipo IgG; inhibe la proliferacion de
células humanas tumorales que sobreexpresan HER2;
posee afinidad moderada, gran acumulacion tumoral y
buena penetracion tisular. Usado para el tratamiento de
cancer de mama, en monoterapia o tratamiento
combinado

Pertuzumab

AcMo humanizado que se usa en terapia combinada en
el tratamiento del cAncer de mama que

sobreexpresa HERZ2; inhibe la heterodimerizacion de
HER2 dependiente de ligando; su mecanismo de accién
es complementario al del trastuzumab

EGFR

Cetuximab

AcMo quimérico; inhibe sefiales de traduccién; usado en
el tratamiento de cancer metastasico colorrectal y en
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, en
monoterapia o combinado

Panitumumab

AcMo humanizado; mecanismo de accion similar al del
cetuximab; usado en el tratamiento de cancer
metastasico de colon

CD20

Rituximab

AcMo quimérico IgG; lisis celular por sistema del
complemento; usado en el tratamiento de LLC y LNH

Tositumomab

AcMo murino radioinmunoconjugado; tratamiento de
linfomas refractarios

Ibritumomab

AcMo murino radioinmunoconjugado; primer
radiofarmaco aceptado por la FDA para tratamiento de
linfomas

Ofatumumab

AcMo humanizado; genera muerte mediante ADCC; se
usa en el tratamiento de la LLC

VEGF

Bevacizumab

AcMo humanizado; se usa asociado a farmacos
quimioterapicos en el tratamiento de multiples canceres
metastasicos

CTLA-4

Ipilimumab

AcMo humano tipo IgG; tratamiento de melanoma
avanzado irresecable o metastasico

BLyS

Belimumab

AcMo humano tipo IgG; tratamiento de pacientes adultos
con LES, con autoanticuerpos positivos y alta actividad
de la enfermedad a pesar de tratamiento estandar




muchos casos favorece la progresion del tumor. Estas alteraciones incluyen:
pérdida de expresion, sobreexpresion, estructuras truncadas, acumulacién de
precursores Yy/o nuevas estructuras. Las moléculas glicosiladas estan
caracterizadas por el tipo de union que se forma entre la parte proteica o
lipidica y el carbohidrato. Existen varios tipos de glicanos, los mas comunes
son los N-glicanos, cuya sintesis se inicia en el reticulo endoplasmico rugoso y
estan formados por la union covalente entre glicanos y proteinas. Esta union se
establece a través de un enlace N-glicosidico en el cual el aztcar se une a un
residuo de asparagina (Asn) (Fig. 6-A). Los O-glicanos también son comunes,
se sintetizan en el aparato de Golgi y se forman por la unién de un
monosacarido, que por lo general es una N-acetilgalactosamina (GalNac), al
OH de un residuo de serina (Ser) o treonina (Thr) (Fig 6-B).

Otros tipos de glicoconjugados incluyen: glicosaminoglicanos, que se
pueden encontrar de forma libre como el &cido hialurénico o bien formando
parte de proteoglicanos como el heparan (HS) y condroitin sulfato en la matriz
extracelular. Los glicoesfingolipidos, por otra parte, consisten en oligosacaridos
unidos covalentemente a nucleos de ceramida y constituyen el 80% de los
glicoconjugados de las células del SNC.

Los glicoconjugados presentan una enorme variabilidad y complejidad
permitiéndoles estar involucrados en procesos fisiol6gicos esenciales como la
proliferacion celular, diferenciacion, migracion, interaccidén célula-célula, célula-
matriz y célula-patégeno, respuesta inmune y transduccién de sefales (12).
Por otra parte, la alteracion del patron de glicosilacion se ha visto implicada en
la proliferacion, disociacion e invasion, adhesiéon y metéstasis de células
tumorales asi como también en la angiogénesis y evasion del sistema inmune
(Ver figura 7) (4)

Algunos de los patrones de glicosilacion alterada que se observan en las
células tumorales incluyen (ver figura 8): (13)

-El incremento de tamafio y ramificacion de los N-glicanos. Esta
modificacion, entre otras alteraciones, reduce la adhesion célula-célula y
favorece la invasion tumoral. También provoca la pérdida de la capacidad de
agruparse, reduciendo la formacion de adhesiones, incrementando la

movilidad a través la matriz extracelular y facilitando la invasion (14)



-La pérdida de topografia habitual de las mucinas en las células tumorales
asi como la O-glicosilacién incompleta por la cual se sobreexpresan antigenos
Tny T. Se ha observado que los tumores mamarios sobreexpresan MUC4, a
diferencia del epitelio mamario normal. Esta molécula contiene un sector similar
al EGF en su dominio extracelular, que interactia directamente con ERBB2
iniciando la fosforilacibn del receptor tirosin-quinasa en ausencia de los
ligandos habituales de ERBB. De esta manera, se disparan cascadas de
sefalizacion asociadas al crecimiento tumoral. La sobreexpresion de MUC4
puede también auto-fosforilar ERBB2 y contribuir a la inhibicion de la apoptosis
(15)

-Incremento en la sializacion manifestada en el incremento de Ac. sialico
unido a N u O-glicanos. La sobreexpresion de &cido polisialico es una
alteracion comun en las células tumorales que se asocia con mayor invasion y
peor prondstico. Otra alteracion que se observa es la expresion de Ac. siélico
unido a estructuras truncadas como Ag T y Ag Tn formando los antigenos sialil
T y sialil Tn respectivamente. Este Ultimo se asocia a una alteracion comun de
muchos tumores como es la pérdida de la chaperona COSMC, necesaria en la
formacion de O-glicanos, y que resulta en la acumulacion y mayor oferta de Ag
Tn para ser sialilado. El aumento de STn se relaciona con menor interaccion
célula-célula y mayor potencial metastasico en carcinomas colorrectales,
gastricos y ovaricos (16-19)

- Aumento de la expresion de glicoesfingolipidos sialilados (gangliésidos) o
Ac. sidlicos modificados especialmente en tumores de origen
neuroectodérmico. Por ejemplo, la sobreexpresion de GD3 y GM3 en los
tumores de pulmén y melanoma participan en la regulacion del crecimiento
celular al interactuar con receptores tirosin-quinasa y PKC. Asimismo GM1 se
relaciona con el crecimiento tumoral mamario al formar balsas lipidicas que
permiten la interaccion entre el receptor ERBB2 y ERBB3 (20)

- La pérdida de expresion de GPI se ha visto en algunos tipos de tumores
hematopoyeéticos.

- Cambios en la expresion de poli-N-acetilactosamina y funcion de
galectinas.

-Sobreexpresion de Ac. hialurénico. Enriquece el estroma circundante, lo

que: facilita el movimiento celular, participa en interacciones célula-matriz,



interactia con varios receptores celulares (dentro de ellos con el CD44) y
activa vias como la del fosfatidilinositol-3-quinasa/AKT y las MAP quinasa,
siendo determinantes en la proliferacion, supervivencia, migracion e invasion
celular. La interaccion Ac. hialuronico-CD44 esta relacionada también con la
activacion constitutiva de algunos oncogenes como ErbB2 (21)

- Cambios en los glicosaminoglicanos sulfatados. Si bien se han visto
alteraciones en su estructura y distribucion, solo las alteraciones del heparan
sulfato se han observado en la patogénesis tumoral promoviendo interacciones
célula-célula y célula-matriz (13); asimismo jugaria un rol importante en la
angiogénesis tumoral al comportarse como sitio de anclaje para muchos
factores pro-angiogénicos como FGF2, VEGF, PDGF vy diferentes
interleuquinas y quimiocinas (22)

- Sobreexpresion de estructuras Lewis* Lewisa tanto en O-glicanos como N-
glicanos y glicoesfingolipidos. Se correlaciona con progresion tumoral,
metéstasis, y peor pronostico. La pérdida de expresion del grupo AB normal
(acompafado de sobreexpresion del antigeno H y estructuras Lewis Y) también

se ha asociado con peor prondstico. (13)

Aln queda mucho por saber sobre los mecanismos biolégicos mediante los
cuales las moléculas glicosiladas sufren alteraciones en su biosintesis, y como
estos cambios influyen en el comportamiento del tumor o del sistema inmune,
sin embargo, no quedan dudas sobre el potencial de los mismos como blancos
moleculares tanto en tratamiento, diagndstico y monitorizacion de respuestas
terapéuticas.

Si bien los tratamientos no especificos contra el cancer han sido efectivos en
algunos tipos de neoplasias, en términos generales los resultados son bastante
desesperanzadores. Por otra parte los tratamientos onco-especificos han
abierto una nueva brecha en la terapéutica contra cancer; no obstante se hace
pertinente continuar investigando y conseguir nuevas dianas para poder
optimizar los tratamientos. Teniendo esto en consideracion, en este trabajo
presentamos el estado actual del conocimiento en lo que respecta al
tratamiento contra el cancer mediante el uso de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra glicoconjugados para poder visualizar cuales son los resultados

obtenidos y cuales son las perspectivas a futuro en esta tematica.



A - Estructura de un N-glicano. B - Estructura de un O-glicano

Figura 6 Estructura basica de N y O glicanos (Google img).
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Figura 1. Biosintesis basica de los N y O-glicanos. A) Muestra los antigenos tumorales que se generan a
partir de cada estructura sacaridica; B) Muestra los tipos de enlaces y ramificaciones mas comunes que pueden
derivarse de la estructura sacaridica en los N-glicanos. GTs se refiere a la glicosil transferasa que participa
en cada etapa.

Figura 7: Biosintesis basica de los N y O-glicanos. A) Muestra los antigenos
tumorales que se generan a partir de cada estructura sacaridica. B) Muestra los tipos
de enlaces y ramificaciones mas comunes que puede derivarse de la estructura
sacaridica en los N-glicanos. GTs se refiere a la glicosil transferasa que participa en

cada etapa. Extraido de Comportamiento tumoral y glicosilacion.
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Figura 8: Biosintesis de los cores que generan los antigenos tumorales mas

mportantes. Extraido de comportamiento tumoral y glicosilacion.




OBJETIVOS DEL TRABAJO
Objetivo General

Conocer la situacion actual con respecto al tratamiento contra el cancer
mediante el uso de anticuerpos monoclonales que reconocen antigenos
carbohidrato.

Objetivos especificos

° Estudiar los antigenos carbohidratos que han demostrado ser
relevantes como diana para el tratamiento del cancer.

° Identificar cuales son los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra antigenos carbohidrato que han demostrado tener algun tipo de
actividad antitumoral.

° Conocer las generalidades de los tipos de cancer que expresan
los antigenos anteriormente mencionados.

° Investigar las perspectivas terapéuticas de dichos anticuerpos, su

presente y futuro en la practica clinica.

METODOLOGIA

El presente trabajo se realizO6 mediante una revisidn bibliografica. Se
incluyeron los articulos sobre anticuerpos monoclonales contra antigenos
carbohidratos que demostraron presentar actividad antitumoral in vitro o in vivo.

Se realiz6 la busqueda en las bases de datos, Pubmed NCBI, Portal Timba,
Cochrane.

Palabras claves de la buasqueda: Monoclonal antibody, cancer,

immunotherapy, glycan, carbohydrate.

RESULTADOS

En la tabla 7 se muestran los anticuerpos monoclonales encontrados para
antigenos carbohidratos. De éstos se desarrollardn aquellos considerados de
mayor relevancia clinica.

ANTIGENO GD2

GD2 es un gangliosido altamente expresado en sarcomas y en los tumores
gue derivan del neuroectodermo, incluyendo el neuroblastoma, el
retinoblastoma, el melanoma, el cancer de pulmén de células pequefias y de

no células pequefias, tumores cerebrales, osteosarcoma, rabdomiosarcoma,



Antigeno AcMo Epitopo Tipo  Naturaleza Actividad Tumor Adversos Fase Ref.
Aproba
Ch1418 IgG3 Quimerico in vivo ADCC Neuroblastoma do por 35
FDA
14.G2a lgG2a Murino in vivo ADCC Neuroblastoma Fasel| 85
L in vivo s Pre-
€.60C3 lgG3 Quimérico (ratas) Regresion tumoral | Neuroblastoma Alodinia por clinica 86
toxicidad causada
GD2 L

) o por activacion del 28, 29,
3F8 IgG3 Murino in vivo CDCy ADCC Neuroblastoma complemento Fase 1| 30, 87

,88

Hul418
(14G2a version [gG3 | Humanizado in vivo ADCC Neuroblastoma Fase 2 90
humanizada)
ME36.1 lgG3 Murino in vitro Lisis celular Melanoma - 91
R24 lgG3 Murino - ADCCy CDC Melanoma Fase 1 92
metastasico
KW-2871 IgG3 Quimérico - ADCCy CDC Melanoma o Fase 2 95
GD3 Urticaria
KM871 IgG3 Quimérico - ADCCy CDC Melanoma Fase 1 95
KM8871 IgG3 | Humanizado | invitro ADCCy CDC Melanoma - 95
Apoptosis y
detencion del ciclo

. Mab Murino/ In vitro e celular por Ninguno 38,39
Acetil-GD2 IgG3 o o . Neuroblastoma - e

8B6/c.8B6 g Quimérico in vivo mecanismos comprobado 40

distintos a ADCC y
CDC
. Aumento de
M CBP lul
BR 96 963 | Y supenivencia y e 53
sialil-LewisA a calidad de vida Ped
35193 Humanizado (I:wa;/é\:]o) Regresion tumoral [Cancer de mama 47




Tabla 7: Antigenos carbohidratos

anticuerpos monoclonales dirigidos contra ellos en desarrollo. Principales caracteristicas (cont.

In

Antigeno Epitopo Tipo Naturaleza e Actividad Adversos Fase Ref.
vivolvitro
. Efectos
L ) , . |CBP a células no . .
SGN-15 - Quimérico Invivo |Mayor supenivencia cqueRias gastrointestinales | Fase 2 53
. Peq (omitos)
LewisY - p,
Derrame maligno Nauseas y
MB311 [gG3 | Humanizado In vivo CDCy ADCC (ascitis o D. vomitos/Rush Fase 2 | 47, 97
pleural) cutaneo
LewisX FC-2,15 IgM Murino In vitro cbc Cancer de mama| v\ tropenia - 54
avanzado
A altas dosis inhibe
crecimiento tumoral, A bajas dosis
N-glicolil- Anti Neu 5GC IgG Murino invivo [menos infiltracion de| Cancer de colon | estimula crec. - 93
9 - TAMS y acumulos Tumoral
neuraminico
de NK
14F7 NeuGcGM3 IlgG1 Murino invivo | Actividad citotoxica Cancer de mama Sin datos - 42, 43
y melanoma
. L P Fase
BIW-8962 [gG1 | Humanizado - ADCC Mieléma Multiple - 12 95
GM2 0G3- Metéastasis de NO mostr6
KM8927 g Humanizado | in\itro cpc CBP a celulas "0 MOSHo . 95
lgG1 o actividad in vivo
pequefas
Sialyltetraos ADCC, CDC cancer
ylceramida SC104 IgG1 Murino in vivo T y - - 95
apoptosis colorrectal
RAAG12 o Oncolisis in vitro/ .
. L in vitro/ . . Cancer -
Sialyltetraos RAV12 RAGG12 lgG1 Quimérico Vivo actividad antitumoral colorrectal Hepatotoxicidad | Fase 1 95
ylceramida in vivo
CA2152RAAG Rp215 CA215 IgG1 Murino In vivo CDC Cancer de ovario - - 98




Tabla 7: Antigenos carbohidratos y anticuerpos monoclonales dirigidos contra ellos en desarrollo. Principales caracteristicas (cont.)
. . . | ..
Antigeno Epitopo Tipo Naturaleza o Actividad Adversos Fase Ref.
vivolvitro
F:éi:ﬁ\lzii?- Suprime crecimiento Cancer No se encontraron Experim
- In vivo . i6
CA215 HMMC-113Gaib1-3canac{ '9M Humano v tumoral. ADCC/CDC| endometrio datos entacio | 89
Ser/Thr n
MUC1 Mab 5E5 TN-MUCL IlgG1 Murino In vitro ADCC Céancer de mama Sin dato - 96
in vitro Inhibe adhesion Cancer de Pre-
TF JAA-F11 aTF IgG3 Murino o metastasica y mama, prostata y Sin dato - 74
in vivo o clinica
crecimiento tumoral colon
Inhibe crecimiento
MLS128 Tn3y Tn2 IgG3 Murino invitro [ por reduccién IGF-1 [ Colon'y mama - 64
receptor y EGFR
Tn3y Tn2 (de . in vivo .
cKM3413 CD43) IgG1 | Humanizado (rata) ADCC Linfoma T 66
. in vivo Inhibe adhesion al
2154F12A4 n IgM Murino (or: d - 65
Tn 9 (rata) endotelio linfatico ancerdemama | No se gn::ontraron
— — - atos
ChiTn / 83D4 ™ g1 | Quimericol | invivo | ADCC (asociadoa |y, o jinfoma 1 - 62
Murino (rataon) ciclofosfamida)
invitro | ADCC, inhibicion de cantngZ?nzma
GOD3-2C4 Tn lgG1k Murino in vivo adhesion y i ' - 61
. o ovario, colony
(raton) | crecimiento celular
pulmon




sarcoma de Edwin en nifios y adolescentes, asi como también liposarcoma,
fibrosarcoma, leiomiosarcoma y sarcomas de otros tejidos blandos en
adultos(23-25). La glicosilacion aberrante es un marcador de la transformacion
celular maligna. Los gangliésidos se componen de &cido sidlico mas
glicoesfingolipidos, y juegan un papel importante tanto en la transduccion de
sefiales como en el reconocimiento y adhesion celular. GD2 es un gangliésido
de tipo b, los cuales solo se expresan, en el adulto, en el sistema nervioso
central y, a bajos niveles, en fibras nerviosas periféricas y melanocitos
cutaneos. Es por lo anteriormente dicho que se lo ha considerado una diana
adecuada para la terapia antitumoral de tipo sistémica. Los anticuerpos anti-
GD2 han sido activamente utilizados en ensayos clinicos para el
neuroblastoma desde hace mas de dos décadas, con probada seguridad y
eficacia. Las principales limitaciones han sido el dolor agudo por toxicidad
debido a la presencia de GD2 en fibras nerviosas periféricas y la inefectividad
de los anticuerpos contra tumores voluminosos. Para intensificar la eficacia
antitumoral, los AcMo anti-GD2 y sus fragmentos han sido modificados
generando inmunocitoquinas, inmunotoxinas, drogas conjugadas a
anticuerpos, anticuerpos radiomarcados, nanoparticulas dirigidas, células T
acopladas con anticuerpos bispecificos y receptores antigénicos quiméricos.

Como antigeno tumoral, GD2 ha demostrado aumentar la capacidad del
tumor de proliferar e invadir (26). La unién de células tumorales a anticuerpos
monoclonales anti-GD2 ha demostrado interferir con la proliferacion e
invasividad tumoral, asi como induccién directa de apoptosis (27).

Uno de los desafios principales a la hora de crear anticuerpos terapéuticos
efectivos contra tumores GD2(+) es la creacion de anticuerpos con la suficiente
afinidad para que puedan mediar la muerte dependiente de FcR en las células
tumorales. Debido a que la respuesta inmune contra glicanos generalmente
carece de cooperacion de linfocitos T, los anticuerpos generados contra
antigenos carbohidrato son generalmente producidos como anticuerpos IgM de
baja afinidad, y a causa de su tamafio tienen grandes dificultades para penetrar
en los tumores.

A pesar de estas limitaciones, varios anticuerpos anti-GD2 han sido
desarrollados, y tres en particular, 3F8, ch14.18 y hul4.18, han sido

extensamente probados en la clinica. Los efectos toxicos de los anticuerpos



anti-GD2 incluyen hipertension, dolor, fiebre y urticaria, y se piensa que esta
relacionado con la activacion del complemento. A pesar de estos efectos
colaterales, la inmunoterapia con anticuerpos anti-GD2 ha encontrado muy
pocos efectos secundarios a largo plazo en pacientes que han sido seguidos
durante al menos 20 afios.

Anticuerpos monoclonales anti-GD2

- Anticuerpos murinos

El anticuerpo 3F8 fue el primer anticuerpo anti-GD2 probado en pacientes
con neuroblastoma. Es un anticuerpo IgG3 con la mas alta afinidad
(demostrada hasta el momento) por GD2. Este AcMo ha demostrado tener un
efecto dosis dependiente y citotoxicidad mediada por complemento. 3F8 se une
a FcyRIl y a FcyRIIl y provoca ADCC mediada por neutrdfilos y células NK
respectivamente; el receptor CR3 también es importante para la citotoxicidad
(28,29). Al combinar 3F8 con la citoquina factor estimulante de colonia de
granulocitos (GM-CSF), este anticuerpo induce en el 80% de los casos una
respuesta completa en el neuroblastoma metastasico quimio resistente de
médula 6sea y un aumento del 60% en la supervivencia a largo plazo en nifios
con melanoma metastasico en estadio 4 de alto riesgo tratados en la primera
remision (29,30).

Otros dos anticuerpos anti-GD2 murinos son el ME36.1 y el 14.G2a.

14.G2a fue probado en pacientes con tumores neuroectodérmicos,
provocando muchos efectos adversos (dolor, rush, fiebre), con una limitada
actividad antitumoral. Cuando fue administrado con IL-2 tuvo una respuesta
clinica modesta (31)

A pesar de los efectos antitumorales preclinicos de los anticuerpos anti-GD2
en modelos animales, los estudios clinicos han demostrado que cuando estos
anticuerpos son administrados en humanos, la mayoria de ellos desarrolla
respuestas del tipo HAMA. Para ensayos con el anticuerpo 3F8, los pacientes
tuvieron un seguimiento estrecho de sus titulos HAMA y se repiti6 la dosis
anicamente cuando la respuesta HAMA cesé. Por estas razones es que se
intenta crear anticuerpos anti-GD2 que sean quiméricos, humanizados o
humanos.

- Anticuerpos quiméricos y humanizados



El primer anticuerpo anit-GD2 no murino reportado fue el L72, un anticuerpo
IgM humano, el cual en un ensayo clinico fue directamente inoculado en
lesiones cutaneas de melanoma, viéndose una regresién del tumor en todos
los pacientes, salvo en aquellos que mostraron tener una baja antigenicidad.
Ningun otro estudio fue realizado. (32)

El anticuerpo 14.G2a fue quimerizado para generar la forma quimérica
ch14.18 y luego la humanizada hul4.18.

Ch14.18 fue utilizado en varios ensayos clinicos fase 1 que confirmaron su
seguridad siendo el dolor el efecto adverso mas comun. (33,34).

Un reciente estudio aleatorizado fase Il demostré que ch14.18 combinado
con GM-CSF, IL-2 e isotretinoina tenia una mejor supervivencia que la terapia
estandar luego de 2 afios de seguimiento. (35)

El AcMo hul4.18 unido a IL-2 fue probado en pacientes con melanoma en
un ensayo clinico fase I, en el que se vié que la formaciéon de anticuerpos
contra la inmunocitoquina no incrementaba la toxicidad (36). En un ensayo
clinico fase Il respondieron un 20% de los pacientes con neuroblastoma en
estadios precoces y con tumores no voluminosos (37).

El Acmo murino 3F8 también fue recientemente humanizado (HU3F8) y ya
se encuentra en ensayos clinicos fase | (clinicaltrials.gov NCT01419834,
NCT01757626 y NCT01662804).

Las estrategias para mejorar las funciones de los anticuerpos anti-GD2 se
resumen en la figura 9.

ANTIGENO O-ACETIL-GD2

El O-acetil-GD2 (OAcGD2) es un derivado O acetilado del disialogangliésido
GD2. En un primer estudio se demostr6 que OAcGD2 no se expresa en los
tejidos normales del organismo (incluyendo las fibras nerviosas periféricas),
pero si se expresa en aquellos tumores que son GD2(+). Para este
experimento se usé el AcMo 8B6, que es especifico contra OAcGD2, y como
control positivo se utilizé el AcMo anti-GD2 14.G2a. 8B6 es una IgG3 murina,
especifica contra OAcGD2, demostrandose que no tiene reacciones cruzadas
con GD2 ni ningun otro ganglidsido: es capaz de inhibir el crecimiento tumoral
tanto in vitro como in vivo, y lo hace mediante mecanismos independientes de
CDC y ADCC. Se observé que induce apoptosis y detencion del ciclo celular

mediante mecanismos comparables a los de 14:G2a, demostrandose entonces



que los AcMo anti-OAcGD2 son igual de efectivos que los anti-GD2 en la
supresion del crecimiento tumoral. Por lo tanto, 8B6 ofrece posibilidades de
tratamiento igual de efectivas que las terapias anti-GD2, sin los efectos
adversos que estos provocan. (38)

En otro estudio experimental se demostro tanto in vitro como in vivo que la
union de 8B6 a las células tumorales inhibe la proliferacién de tumores
OAcGD2(+) mediante mecanismos de apoptosis y detencion del ciclo celular,
datos que condicen con los hallados en el anterior estudio. El efecto inhibitorio
es dosis y tiempo dependiente. Quedd demostrado que existe una clara
correlacion entre la viabilidad de los factores inhibitorios y el numero de
moléculas de AcMo unidas a la superficie celular. Los datos obtenidos
muestran una clara relacion entre el nivel de expresién del antigeno y la
especificidad del AcMo, pero no define un umbral. Por ende, la actividad
proapotética y la detencion del ciclo celular se correlacionan con los niveles de
OAcGD2 que expresan las células tumorales.(39)

El tercer estudio utiliz6 el AcMo c.8B6, la version quimerizada del
anteriormente mencionado 8B6. Analogo a su contraparte murina, se
comprobd que ¢.8B6 se une a OAcGD2 con una muy baja reacciéon cruzada
con GD2, que 8B6 no presenta. En este estudio se usé como control positivo al
AcMo anti-GD2 ch14.18. Ambos anticuerpos, ¢.8B6 y ch14.18 compiten el uno
con el otro por unirse a GD2 y OAcGD2. Se vié en dicho estudio que c.8B6
parece particularmente efectivo comparado con ch14.18. El propoésito del
estudio fue estudiar el efecto antitumoral in vivo de ambos anticuerpos en
neuroblastoma. Los estudios in vivo realizados en ratas mostraron que el
tratamiento intravenoso con c¢.8B6 no produjo alodinia comparado con
ch.14.18, incluso a dosis de 3mg/kg. (40)

Neu5Gc.

Neu5Gc constituye uno de los acidos sidlicos mas abundantes en los
mamiferos, participando en la estabilizacién de moléculas y membranas, por
sus cargas negativas y propiedades hidrofilicas, asi como en la sefalizacion
celular mediante la interaccion con el entorno extracelular. Neu5Gc tiene la
particularidad de no expresarse normalmente en el ser humano. Sin embargo,
Neu5Gc se expresa en diferentes patologias incluyendo determinados tipos de

tumor como piel y mama. (41). La inmunizacion de ratones con gangliésidos



qgue contienen Neu5Gc, como GM3, permitié la formacion del AcMo de tipo
IgG1 llamado 14F7 (42). Este reconoce tumores de mama y melanoma que
expresan dicho antigeno. Demostrd tener actividad citotoxica en un modelo
murino, por mecanismos distintos a los previamente conocidos (Apoptosis,
activacion de caspasas o0 Fas/FasL). La muerte celular inducida por 14F7 se
caracteriz6 por edema celular, lesion de membrana y activacion del
citoesqueleto (43).
LEWIS Y (LeY)

LeY es una oligosacarido relacionado a los antigenos de grupo sanguineo,
constituido por residuos de carbohidrato difucosilados conjugados con
proteinas y lipidos, incluyendo CA-125 y MUC1. No se expresa en los
eritrocitos y su expresion es independiente del estado secretor de Lewis A/B.
(44-46)

Se expresa en niveles altos en muchos tipos de neoplasias derivadas de
epitelios, incluyendo ovario, colon, mama, prostata y pulmén, y a su vez tiene
una baja expresiéon en los tejidos normales (se ha encontrado en: mucosa del
esé6fago, estdbmago, intestino delgado, colon, algunas células exocrinas del
pancreas, algunas células epiteliales de la vesicula biliar, el epitelio ciliado de
la trAquea y bronquios y neumaocitos tipo 2) en los cuales se expresa solo en su
borde secretor, haciéndolo menos accesibles para los potenciales AcMo
circulantes. (44-46). Su alta frecuencia, su expresion relativamente homogénea
tanto en los tumores primarios como en sus metastasis y su alta densidad de
expresion alterada, lo hacen atractivo como antigeno diana (47).

El gran problema de este antigeno es su alta reactividad cruzada con LeX 'y
estructuras H-tipo 2, y la aglutinacién con eritrocitos humanos, por lo que es
necesario un mejor entendimiento de su expresion y de la especificidad de
anticuerpos (44). Varios de los AcMo desarrollados contra LeY en los dltimos
estudios se encuentran unidos a radioisétopos, particularmente se han
dedicado a su estudio combinado Eriksson et al., sugiriendo que su mayor
potencial terapéutico esta en dirigir la radioterapia, mas que un tratamiento en
si mismo. Es el ejemplo de BR96. (48-51).

Uno de los AcMo desarrollados contra LeY es HU3S193. En un estudio se
analizé la eficacia de este anticuerpo radiomarcado con I-131 y combinado con

dosis sub-terapéuticas de paclitaxel, en cancer de mama en ratones.



Tabla 8: Anticuerpos monoclonales anti-GD2 actualmente en desarrollo (94)

Table 1
Anti-GD2 therapeutics currently in development.
Category Antibody combinations Translational NCT identifier
status
Naked antibody (3F8 based) 3F8 + allogenic NK cells Phase | NCT00877110
3F8 + beta-glucan Phase [ NCT00492167
3F8 + heat modified 3F8 + GM-CSF Phase | NCT00450307
3F8 Phase 1l NCI00002458
3F8 + GM-CSF Phase Il NCI00072358
3F8 + GM-CSF + beta-glucan + isotretinoin Phase 11 NCT00089258
3F8 (high dose) + GM-CSF + isotretinoin Phase 11 NCT01183897,
NCT01183884
Naked antibody (hu3F8 based)  hu3FS Phase | NCI01419834
hu3F8 + GM-CSF Phase | NCI01757626
hu3F8 +IL-2 Phase | NCT01662804
Naked antibody (ch14.18 based) ch14.18 + GM-CSF Phase | NCI01418495
ch14.18 + lenalidomide + isotretinoin Phase [ NCI01711554
ch14.18/CHO + isotretinoin + IL-2 {continuous infusion) Phase 1/l NCI01701479
ch14.18 + GM-CSF + IL-2 Phase 11l NCI00026312
ch14.18/CHO + isotretinoin + 1L-2 + G-CSF Phase 111 NCI01704716
Naked antibody (hu14.18 based) hul4.18(K332A) Phase | NCT00743496
hul4.18(K332A)+L-2 + GM-CSF + Natural Killer Cells Phase | NCT01576692
hul14.18(K332A )+IL-2 + G-CSF + GM-CSF Phase Il NCID1857934
Naked antibody (others) MORAbBO28 (human IgM) Phase | NCI01123304
8B6 (anti-O-acetyl-GD2) Pre-clinical
Antibody cytokine fusion hul4.18-112 Phase | NCT00003750
hul4.18-112 Phase | NCT00082758
hu14.18-112 + GM-CSF + isotretinoin Phase 1l NCI01334515
c60C3-IL15 Pre-clinical
hu3F8-I1L15 Pre-clinical
Radiolabeled antibody 1311.3F8 + GM-CSF + bevacizumab Phase | NCT00450827
3113F8 and '?41-3F8 (intra-Ommaya) Phase [I NCT00445965
*11-hu3F8 and '*¥-hu3Fs Pre-clinical
hu3F8 multistep targeting Pre-clinical
Antibody for pre-targeting hu3F8 multistep targeting Pre-clinical
T-cell engaging bispecific hu3F8xhuOKT3 BsAb Pre-clinical
antibodies
Chimeric antigen receptor 14G2a-CAR in EBV-CTL (1st generation) Phase | NCT00085930
iC9-GD2 (14G2a) CAR transduced T cells (3rd generation CAR with iCaspase safety  Phase | NCT01822652
switch)
1C9-GD2 (14G2a) CAR transduced VZV specific T cell + VZV vaccine Phase | NCI01953900
hu3F8-CAR Preclinical
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Figura 9: Esquema de terapéutica anti-GD2. Los formatos son predominantemente basados en el largo de las
moléculas 1gG o fragmentos scFv. Las plantillas IgG anti-GD2 han sido usadas para la ingenieria de anticuerpos
radiomarcados, conjugados anticuerpo-droga, inmunocitoquinas, inmunotoxinas, nanoparticulas diana y células T
unidas a anticuerpos bioespecificos (flechas naranjas). Los fragmentos scFv anti-GD2 han sido usados para desarrollar
inmunotoxinas, células T unidas a anticuerpos, y receptores antigénicos quimeéricos para terapias con células adoptivas

(flechas azules).




Se demostro que esta estrategia tuvo un efecto antitumoral significativo en el
80% de los ratones tratados, mientras que no hubo respuesta en los grupos de
placebo ni control. (52). Utilizando como punto de partida este estudio, Kelly et
al cambiaron 1-131 por Y-90 por tener mejor penetracion en el tumor, mayor
diametro de llegada y mayor vida media. Observaron que el grupo que
asociaba radioterapia, paclitaxel y hu3S193 (CMRIT, combined-modality RIT)
tenian regresion tumoral significativa, y todo el subgrupo llegé al final de la
investigacion vivo, no siendo asi para los grupos tratados so6lo con paclitaxel o
[-131 (47)

Otro AcMo dirigido contra LeY es SGN -15. Su uso en un estudio combinado
con docetaxel en pacientes con cancer pulmonar no de células pequefias en
los cuales la quimioterapia habia fallado mejor6 la supervivencia (31,4
semanas contra 25,3 semanas en el grupo en que se administrd6 solamente
docetaxel) ademas de mejorar la posibilidad de vivir 18 meses (18% contra
8%), con pocos efectos adversos (gastrointestinales). La toxicidad pareceria

estar relacionada con el tamafio de la dosis (53).

Antigenos LEWIS X (LeX), SIALIL LEWIS X (sLeX), SIALIL LEWIS A
(sLeA)

Lewis X (LeX), CD15 o SSEA-1 es un trisacarido expresado como parte de
glicoconjugados en granulocitos polimorfonucleares (PMN) y varios tumores,
como céncer de colon, carcinoma de mama, linfoma de Hodgkin y leucemia
premielocitica aguda. Los glicanos que él forma y las lectinas C especificas de
LeX tienen funciones adhesivas. Las células tumorales pueden interactuar con
lectina C DC-SIGN en células dendriticas a través de glicanos LeX (presentes
en antigenos tumorales, como CEA), llevando a supresién de las funciones de
las células dendriticas. Se teoriza que la adhesion inicial de las células
cancerigenas al endotelio pueden estar mediadas por un sistema E-selectina-
Sialil-LeX(sLeX)-sialil LeA (sLeA). En células cancerigenas y leucocitos, sLeX
es el ligando mayor para E-selectina endotelial, junto con sLeA, mediando el
anclaje y rodamiento sobre las células endoteliales activadas (54). Las
funciones en la adhesion de las células tumorales al endotelio, accién
necesaria para la diseminacion metastasica hematdgena, hacen que estos

glicanos (LeX, sLeX, sLeA) plantean atractivas dianas de tratamiento con



AcMo, ya que al bloquear la adhesion tumoral podria mitigarse la metastasis
(54).
ANTIGENO TN

La expresion del antigeno Tn es uno de los cambios fenotipicos mas
frecuentes que presentan las células tumorales. Desde el punto de vista
estructural el Tn estd conformado por la unibn de un residuo de N-
acetilgalactosamina a un residuo de Serina o Treonina por medio de un enlace
O-glicosidico y en las células normales supone Unicamente el primer paso en la
O-glicosidacion (ver figura 11). De esta manera, se encuentra enmascarado
por el resto de los residuos glucosidicos mas distales asi como también
permaneceria oculto entre otras estructuras glicosiladas cercanas mas
complejas. Sin embargo, en las células tumorales donde la O-glicosilacion
suele ser incompleta, el mismo quedaria expuesto a ser detectado.

Tn ha demostrado su utilidad como biomarcador tumoral al ser una de las
estructuras asociadas al cancer mas frecuentes y especificas, encontrandose
presente en hasta un 90% de los carcinomas, siendo practicamente
indetectable en los tejidos normales (55). Asimismo su expresion y la de su
derivado sialilado (sTn) ha sido asociada con mayor potencial metastasico y
peor prondstico en varios tipos de cancer, entre ellos: mama (16;17), ovario
(56), cuello uterino (57), colorectal (19), pulmén (58), gastrointestinal (18) y
préstata (59).

Si bien los mecanismos moleculares a través de los cuales Tn colabora en el
microambiente tumoral no son del todo conocidos, hay evidencia que lo
relaciona con la adhesion, migracion y metastasis de células tumorales (60)
asi como evasion del sistema inmune.

Debido a que la inmunizacion de animales y humanos con Tn ha sido capaz
de generar inmunoglobulinas especificas contra Tn, el mismo podria tener
utilidad en la inmunoterapia contra el cancer. En este sentido varios AcMo han
sido desarrollados y, por diferentes mecanismos, han demostrado tener
actividad antitumoral:

El GOD3-2C4 (61) es un IgG1k murino especifico de Tn sinteticos y Tn
asociados con mucinas que reconocio linfocitos T neoplasicos y células
tumorales de mama, ovario y colon. Presenté actividad ADCC contra células

Jurkat in vitro y demostrd limitar el crecimiento de un xenotransplante de



células tumorales pulmonares in vivo en ratones, mediante un mecanismo que
estaria dado por una combinacién de ADCC, inhibicibn de adhesion y
regulacion en menos de receptores y vias asociadas con el crecimiento celular
(no completamente elucidado).

Chi Tn (62): es un IgG1 quimérico formado por la parte variable del AcMo Tn
especifico 83D4 (63) y la porcién Fc de la IgG humana. Reconoce células de
linfoma T humano y células mamarias tumorales de raton. Mostré actividad
dosis dependiente en asociacion con ciclofosfamida in vivo en ratones con
cancer de mama, a través de un mecanismo de ADCC mediante macréfagos y
neutrofilos.

MLS128 (64) es un AcMo murino de tipo 1gG3, que reconoce 3y 2 Tn
consecutivos (Tn3 y Tn2) pero no Tn monovalentes. Demostré inhibir
significativamente in vitro el crecimiento tumoral de cancer de colon y mama
mediante la regulacion en menos del IGF-1 y EGFR sin unirse directamente a
estos receptores.

2154F12A4 (65) es un IgM murino que demostro inhibir in vivo la adhesion
de células tumorales mamarias al endotelio linfatico.

KM3413 y cKM3413 (66): Ambos son IgG1l que reconocen Tn3 y Tn2 (del
CD43), KM3413 es de origen murino y cKM3413 es la versibn humanizada.
Este dltimo indujo ADCC mediada por NK y muerte celular directa in vitro. In
vivo mejord significativamente la supervivencia de ratones inoculados con
células Jurkat.

Antigeno TF

El antigeno TF se encuentra estrechamente relacionado con el antigeno Tn,
tanto estructuralmente, ya que surge de la galactosilacion de este ultimo (ver
figura 8) como también por su alta presencia y especificidad en los carcinomas
(55) que incluyen mama, pulmdn, colon, estomago, higado, vejiga, ovario y
préostata (67). Se asocié asimismo con peor prondstico en cancer de mama
(68), colorectal (69), estomago (70), ovario (71) y prostata (72).

En lo que respecta a la actividad del antigeno TF en el microambiente
tumoral, hay evidencia que lo coloca en un rol importante en la adhesion (72) y

metastasis de células tumorales al interaccionar con galectina-3 (73).



Estas propiedades pro-metastasicas se correlacionan con el bloqueo de la
adhesiéon de células tumorales que se ha observado mediante el uso de un
AcMo especifico contra TF como JAA-F11.

JAA-F11 (74): Es un IgG3 murino altamente especifico del antigeno TF en
células tumorales por reconocer tan solo la forma a-enlazada de GalB1-
3GalNAc. Esto es fundamental para no interactuar con linfocitos NK o células
renales que expresan la forma B-enlazada. Asimismo demostré permanecer
activo en el tumor por al menos 20 dias (75).

Demostro tener actividad in vivo, en ratones con cancer de mama, logrando
prolongar la supervivencia y reducir el nimero de metéastasis pulmonares en
relacion a otros ratones que no habian sido tratados con JAA-F11 (76).
También se ha observado en otro modelo in vivo, en este caso de ratones con
cancer de colon, un blogueo en la adhesion metastasica pulmonar (73). In vitro
demostré inhibir la adhesién de células tumorales de mama y prostata al
endotelio vascular (76).

Actualmente se encuentra en etapa preclinica para el tratamiento de cancer
de mama (77). En dicho estudio JAA-F11 reconocio 32 de 41 lineas celulares
tumorales de mama independientemente de su expresién de receptores de
estrogeno, progesterona y HER2. Asimismo mostré inhibir, de manera dosis
dependiente, el crecimiento tumoral de las lineas celulares tumorales humanas
en las que se evaluo su repuesta.

LINFOCITOS T CON RECEPTOR ANTIGENICO QUIMERICO (CAR =T)

Los linfocitos T con receptor antigénico quimérico (chimeric antigen receptor,
CAR) son linfocitos modificados genéticamente, con intencién terapéutica, para
expresar una estructura transmembrana que tiene como porcion de
reconocimiento antigénico un fragmento de anticuerpo, el cual reconoce y
actla sobre el objetivo elegido sin pasar por el sistema HLA. Los CAR son
derivados de un anticuerpo monoclonal combinado con la porcién de
sefalizacion intracelular de un receptor de linfocitos T (TCR) (78).

Los linfocitos T CAR (CAR T) tienen el potencial de madurar la expansiéon y
la persistencia de los linfocitos T, asi como aumentar la fuerza de su activacion
en el microambiente tumoral. Los CAR se diferencian de los TCR en varios
aspectos. El primero tiene un amplio reconocimiento de estructuras, no solo

proteinas, sino también carbohidratos y glicolipidos; a su vez no requiere de



presentacion asociada a HLA, como si lo necesita el TCR. Sin embargo, este
altimo puede reconocer estructuras internas de las células, mientras que el
CAR requiere que sean de superficie. (79)

Su estructura basica consta de: un ectodominio, derivado de un fragmento
variable de cadena dUnica (scFv); una region bisagra; un dominio
transmembrana; un endodominio con uno o mas dominio/s sefalizadores,
estructura que los va clasificar en CAR-T de primera, segunda o tercera
generacion (uno, dos o tres endodominios, respectivamente) (Ver figura 10.A)
(80).

Los endodominios son comunmente derivados de CD3( (senal 1) y
moléculas coestimuladoras (Sefal 2), por ej.. CD28 y 4-1BB (80)

Las reglas de eleccion de epitopo para CAR no estan claras. Varios
aspectos quedan por dilucidar, por ejemplo, no esta definida la densidad
antigénica requerida para la activacion de CAR-T. Estos son dirigidos a
antigenos altamente expresados, pero se sabe poco de los que se expresan de
forma reducida. Si no fueran lo suficientemente sensibles como para reconocer
antigenos en escasa densidad podria ser una limitacién, pero también una
ventaja si se quiere evadir antigenos con baja expresion en células normales, y
alta expresion en células tumorales (79).

Las ventajas de la inmunoterapia con CAR-T radican en que: usa una de las
células potencialmente mas poderosas para “atacar” las neoplasias, y utiliza el
sistema de reconocimiento de los anticuerpos, permitiendo reconocer
estructuras diferentes a las proteinas, como los carbohidratos, combinando asi
dos caracteristicas que fisiol6gicamente estan separadas. Ademas, evita el
paso intermedio por HLA, que implica escapar de algunas defensas
inmunosupresoras del tumor, y también permite teéricamente usar el mismo
CAR-T en situaciones diferentes (79).

Sin embargo, las primeras investigaciones (lera generacion de CAR-T)
fueron desilusionantes al no ser tan efectivas como lo esperado. Por eso se
han agregado sefales coestimuladoras (2da y 3era generaciones) que han

mejorado sustancialmente los éxitos terapéuticos. (79,81)



TCR
Complex

Figura 10: Estructura y disefio del receptor antigénico quimérico (CAR). A) El dominio de unién
antigénica extracelular del CAR es tipicamente derivado de un fragmento de cadena variable simple de
un anticuerpo monoclonal MAb. El segmento scFv es unido a un dominio transmembrana y un
endodominio - mas cominmente el residuo de sefializacién del receptor de células T (TCR), cadena zeta.
B) los CARs son clasificados en lera, 2da y 3era generacion dependiendo del nimero de endodominios
coestimuladores, sumados a la estructura. Los endodominios coestimuladores mas comunmente usados en
estudios clinicos y preclinicos son CD27, CD28, ICOS, 4-1BB y OX40 (Heczey & Louis, 2013)




Los receptores duales sefalizadores (2da gen) en el dominio cito confieren
mayor fuerza de sefializacion y persistencia de linfocitos T, resultando en
mayor potencia global. Los CAR-T de 3era generacion estan formados por 2
dominios coestimuladores combinados con uno de activacion en el dominio
citoplasmatico. Estas sefiales coestimuladoras pueden ser CD28, OX40, 4-1BB
o coestimulador inducible de células T (ICOS). (78). La comparacion entre las
tres generaciones de CAR — T puede verse en la figura 10.B.

La principal preocupacion de este tipo de terapia es su seguridad. Muchos
de los objetivos antigénicos que se eligen para que el CAR reconozca no son
completamente especificos del tumor (sobre todo en terapias dirigidas a
tumores solidos) generando el riesgo de toxicidad “on target/off tumor”, es
decir, que el CAR se une correctamente a su antigeno, pero lo hace en un
tejido diferente al tumoral, generando un alto riesgo de morbi-mortalidad
inesperada. De hecho, se han registrado casos de muerte al usar antigenos
que se creian especificos tumorales y posteriormente se demostré en las
autopsias de estos pacientes que los antigenos existian en otros tejidos. (81).
Actualmente se esta trabajando en minimizar esta posibilidad, haciéndolo méas
especifico,  produciendo mecanismos de activacion Unicamente en el
microambiente tumoral, 0 que reconozca a mas de una estructura tumoral para
poder activarse. (81)

Las “tormentas de citoquinas” son otro problema de seguridad. Estan
asociadas a intensas respuestas anti-tumorales mediadas por grandes
nameros de células T activadas. Esto causa fiebre e hipotension, pudiendo
ocasionar falla organica multiple. Esta toxicidad es peligrosa ya que no puede
controlarse reduciendo la dosis de la droga, pues los LT proliferantes
aumentaran en numero y eventualmente llegaran a niveles criticos donde la
respuesta de citoquinas sincronizadas excedera la tolerancia del organismo.
(79)

Otro dificultad que plantean los CAR-T ya mencionada es que requiere la
expresion de su diana en la membrana de las células tumorales.

Como se menciond previamente, esta estructura permite dirigir a los LT
modificados contra estructuras que los linfocitos T fisiologicos normalmente no

reconocen, como los glicanos. En el tabla 9 podemos observar aquellos CAR



que han sido desarrollados, y estan resaltados los que se dirigen contra
carbohidratos.
CAR-T dirigido contra GD2 — ejemplo de un CAR-T dirigido contra un
glicano

El neuroblastoma es el tumor solido extracraneal mas comun en nifios, y la
tercera causa de muerte por cancer pediatrico. Es un objetivo interesante para
la inmunoterapia por su expresion de antigenos poco detectados en tejidos
normales, como la molécula de adhesién celular L1 (L1-CAM), GD2, B7H3 y O-
acetil GD2. Clinicamente, como ha sido mencionado anteriormente, los AcMo
dirigidos contra GD2 mejoran el tiempo libre de enfermedad y supervivencia
global. Sin embargo, los efectos antitumorales estan limitados por la
biodistribucién pasiva del AcMo, su vida media y su dependencia de
mecanismos efectores para destruir células tumorales. (78)

Se investigé el uso de CAR-T con reconocimiento de GD2. Uno de los
estudios mas largos en este tema utilizé la porcion scFv extraido del AcMo
14g2a. Pule et al modificaron genéticamente LT CTL especificos de virus
Epstein Barr (EBV) para que expresaran CARs dirigidos contra GD2. (82) Se
eligieron estos LT en particular teorizando que los receptores nativos de estas
células actuarian como coestimulacion activa: Proporcionarian acople a células
presentadoras de antigeno profesionales. (83) En esta investigacion se
demostré que sobrevivieron mas que los LT activados por Ac OkT3 especificos
para CD3, los que expresaban el mismo CAR pero sin especificidad para el
virus. Cabe destacar que un criterio de elecciébn de los pacientes era ser
seropositivo para EBV (84). La infusion fue asociada con regresion tumoral o
necrosis en la mitad de los sujetos evaluados. Demostraron también que los
GD2-CAR-CTL circulaban en niveles mas altos que GD2-CAR-ATC enseguida
después de la dosis, pero ambos se encontraban en niveles bajos o
indetectables a las 6 semanas. (83)

El mismo grupo continu6 evaluando su poblacién tratada a largo plazo, mas
nuevos casos que incluyeron, por 4 afos. Observaron que si bien a las 6
semanas los niveles de CAR-T eran bajos, estos no seguian descendiendo,
pudiéndose encontrar circulando en sangre a las 192 semanas para los CAR-
ATC y 96 para los CTL. La duracion fue altamente concordante con los niveles

de CD4+ y de células de memoria centrales (contabilizados previo a la



infusion). Se cree que los CAR-T pueden haberse extendido y persistido en
bajos niveles, lo que fue asociado a mejor supervivencia. (83)

Las ventajas potenciales del GD2-CAR-T sobre los AcMo contra GD2 serian:

° Moléculas multivalentes en la superficie de linfocitos T
producirian un agente con mayor avidez global que el Ac en su forma
bivalente, llevando a una union aumentada con células malignas en las
cuales la expresion antigénica era demasiado baja para provocar la union
de Ac. Soluble.(83)

° Los mecanismos efectores citotoxicos usados para linfocitos T
podrian matar células tumorales mas facilmente que los reclutados por Ac.
Solos.(83)

° El potencial de los CAR-T de permanecer en sangre por mas
tiempo que los Ac podria llevar a un control superior a largo plazo de las
recaidas.(83)

Los efectos adversos encontrados en este caso particular fueron fiebre de
bajo grado y dolor local leve a moderado en el sitio de necrosis del tumor, y
dolor local inexplicable. Ninguno de los pacientes desarrollé en 4 afos los
dolores neuroldgicos asociados al tratamiento con AcMo contra GD2 (dolor
atribuido a la cascada de complemento por componente Fc, componente que

no se encuentra en este CAR). (83)



Tabla 9: CAR-T Desarrollados en ensayos pre-clinicos y clinicos (extraido de Anurathapan, 2014)

Hematologic malignancies CAR construct

Targer antigen Exo-domain (clone) Hinge Transmembrane Endo-domain | Endo-domain 2 Endo-domain 3 Pre-clinical data  Clinical dara
CD1g scFw (FMICG3) CH2CH3 CDd CDval - - + +
scFw (FMICG3) FcRy FcRy CDal - - + -
scFw (FMICG3) CD8a CDs CDval - - + -
scFw (FMICGA3) CH2CH3 CDa2a CD3L - - + +
scFw (S]25C1) CDEa CDS8 CDal - - + -
scFv (FMICG3) CD28 CDa2a CDa2a CD3L - + +
scFw (FMICG3) CH2CH3  CDa2s CDa23a CIDaL - + +
scFw (FMICG3) CD8a CDs 41BE CIDal - + +
scFw (FMICG3) CDda Ch2a CDa2a CID3L - + -
scFw (8]25C1) CD28 Ch2a Ch238 CIDal - + +
scFw (FMICG3) CDa CDS8 CD238 41BB CDal + -
CD1g scFv (FMICG3) CDEa CDa2a CDa23a 41EB CDl + -
CD20 scFw (Leul &) CH2CH3 CDd CD3l - - + +
scFw (Leul &) CH2CH3 CDd CDa23a CIDaL - + -
scFw (Leul &) CH2CH3 CDd CDa2a CD3T7 CD3 + +
Ch22 scFw (MTO1) CH2CH3 CD238 CD23 CID3l - + -
scFw (HA22Y) CH2CH3 CDa2s Ch238 CIDal - + -
scFw (BL22) CH2CH3 CD238 CD238 CID3T - + -
scFv (HA225H) CH2CH3 CDa2a CDa2a CD3L - + -
scFv (HA225H) CH2CH3 CDSs 41BE CID3L - + -
scFw (MTO1) CH2CH3 CDSs CDa23a 41EB CDva + -
scFw (HA22X) CH2CH3 CD8 CDa2a 41EB CDva + -
scFw (BL22) CH2CH3 CD8s Ch238 41BB CDal + -
scFv (HA225H) CH2CH3 CDS8 CDa2a 41BB CDal + -
CD30 scFv (HREE3) CH2CH3  FoeRly CDval - - + -
scFv (HRES3) CH2CH3 CDa2a CDa2a CD3L - + -
Kappa scFw (CRL1TE5) CH2CH3  CDa2s CDval - - + -
scFw (CRL1TE5) CH2CH3 CDa2s Ch238 CIDal - + -
CDT0 CD27 CD27 CD27 CDal - - + -
CD123 scFw(TG3) CH2CH3 CDa2s CDval - - + -
NEG2D mNEG2D mNEGZD mNEG2XD CDal - - + -
Solid mimors CAR consoruct
Targer antigen Exo-domain (clone) Hinge Transmembrane Endo-domain | Endo-domain 2 Endeo-domain 3 Pre-clinical data  Clinical dan
Gh2 scEv (14.G2a) CH2CHS FeeRly CDal - - - -
GD2 scEv (TA4) CH2CHS3 FeeRly CDal - - - -
scFv (14.G2a) CH2CHS [ BE] CDal - - - -




Tabla 9: CAR-T Desarrollados en ensayos pre-clinicos y clinicos, extraido de Anurathapan, 2014 (Cont)

Solid umors CAE consmuct

Targer antigen Exo-domain {clone) Hinge Transmembrane Endo-domain 1 Endo-domain 2 Endo-domain 3 Pre-clinical dara Clinical dara
HER.2 scFv (BY20) WA WA CDal - - + -
scFv (BWY29) CD28 FcR1y CD3C - - + -
scFvy (FRIPS) CH2CHS FeeRly CD3C - - + -
scFy (4D35) CD28 CDa2s CDaL - - + -
scFy (4D5) CDa CDE CD3C - - + -
scFv (ICE12) CDa [ RE] CDaL - - + -
scFvy (FRIP'S) WA CDa2s CDa2a CD3al - + -
scFv (FRPS) CH2CH3 CDaa CDa2a CDag - + -
scFvy (FRIP'S) CDa CDa2s CDa2a CD3al - + -
scFv (4D5) CD28 CDaa CDa2a CDat - + -
scFv (4D5) CDa CDE CDa2a CDat - + -
HER:2 scFy (4D05) CDa CDE 41BB CD3at - + -
scFv (ICE12) CD28 CDaa CD28 CDat - + -
scFy (4D5) CD28 CDa2a CDa2a 41BB CD3l + -
scFy (4D5) CD28 CDa2a CD3C CD28 41BB + -
scFv (4D5) CDa CDE 41EBE CD28 CDal + -
scFy (4D5) Ca CDE CDa2a 41BB CD3l + +
scFy (4D35) CDa CDE 41BB CD3al CD2§ + -
FBP scFv (MOw18) WA WA CDaL - - + -
scFy (MOw1E) NaA FcRy CD3C - - + +
CD171 scFy (CET) Fc C CDaL - - + +
CATX scFv (G250 WA FeeRly CDal - - + -
scFy (G250 CH2CHS C CD3C — - - +
PEMA scFv (J501) CDa CDE CDaL - - + -
PEMA scFv (J501) CD28 CDaa CDa2a CDat - + -
IL153-zetakine scFvy (E13%7) Fryd C CD3C - - +
scFv (E13Y7) Hia CDv3 CDa2a CDag - + -
scFv (E13Y7) CDa [RE] CDa2a CDat - + -
EphaAz scFv (4HS) CH2CHS CDa2a CDa2a CD3ag - + -
FAP scFv (MOE6) Ch2CH3 CDa2s CDa2a CD3al - + -
KDR scFv (P355) CD28 CDa2a CD3C - - + -
scFy (MVEGFR-164)  cMyc-CDE CDE CD3C - - + -
scFvy (mDC101) CDa CDE CDa2a CD3al - + -
scFv (KDE-1121) CD28 CDaa CD28 CDat - + -
scFvy (mDC101) CDa CDE CDa2a 4188 CD3l + -
scFv (mSPG6) CDa CDE CDa2a 41BB CDal + -
scFv (KDE-1121) CD28 CDaa CD28 41BB CDal + -
VEGFRE-1 scFy (V-1) CH2CHS C CD3C — - + —



Tabla 9: CAR-T Desarrollados en ensayos pre-clinicos y clinicos, extraido de Anurathapan, 2014 (Cont)

Solid mamors CAR construct
Target antigen Exo-domain {clone) Hinge Transmembrane Endo-domain 1 Endo-domain 2 Endo-domain 3 Pre-clinical data  Clinical data
EGFRyIIL scFe (3C10) CD& CcDa CD3L - - + -
scFw {mahl39) CD&x CcDa CIya - - + -
scFy (mah108) Fclg(G2 CD28 CID2R CD3E - + —
scFy (mah139) CD8&a CDa ICOS CD3E - + —
Mesothelin scFw (B51) CD&x CcDa CIya - - + -
scFw (P4) CD8&ax CDha CDial - - + -
scFw (B51) CD&x CcDa 41BB CD3L - + -
scFw (B51) CD&x CD28 CID2R CD3L - + -
scFw (P4) CD&a CD28 CID2R CD3E - + -
scFw (851) CD&x CD28 CID2E 41BE CD3E + -
CIn w7 scFw (1.1ASML) CD&x CD3 CIya - - + -
scFw (WFF1T) chMyc-CDEx CD3 CDal - - + -
TAGT2 scFw (B72.3) NA MNA FCeRly - - + —
scFw (CC49) CH2CH3 CH2CH3 CIya - - + -
scFw (CC49) Fcly-CHS CD4 CDal - - + -
Lewis-Y scFw (Mlucl) MNA MNA FcRy - - + -
scFw (Hu3s193) CD& CD28 CID2R CD3L - + -
MUCI scFw (SM3) CID2R CD28 CDal - - + -
scFe (EM3HMFG2) CH2CH3 CD28 CD3L - - + -
scFw (SM3) IeD-C28 CD28 CI2R CDaL - + -
scFw (SM3%HMFG2)  FelgiGl CD28 CID2R CD3E - + -
scFy (HMFG2) Felg(Gl CD28 CID2R CD3E - + —
scFw (HMFG2) Felg5l CD28 CI2R CDaL - + -
scFy (HMFG2) IgD-FelgGl CD28 CID2R 040 CDal + -
scFy (HMFG2) Felg(Gl CD28 CID2R 41EB CD3L + —
EAR scFw (Fah33) FelgGl CcD3 CDaL - - + -
scFw (Fah33) Felg(Gl CD28 CID2R CD3E - + -
MNCAM scFw (D29) CD3 CD3 CDial - - + —
CEA scFw (MFE23,22) CD3 CD3 CIya - - + -
scFw (MD4F) CD& FCYR FC¥R - - + -
scFw (plIC1%) CD& CD3 CDial - - + —
scFw (BW431/26) Felg(Gl CcD3 CDal - - + -
scFw (MFE23) CD&x CD3 CIya - - + -
scFw (A3B3) CD&a MNA CDal - - + —
scFw (pUC19) CD& CcD3 CDaL - - + -
scFw (C2-45) CD&a CD3 CDal - - + -
scFw (SCA431) Fc CD4 CDial - - + —
scFy (MFE23,22) CID2R CD28 CID2R CD3L - + -



Tabla 9: CAR-T Desarrollados en ensayos pre-clinicos y clinicos, extraido de Anurathapan, 2014 (Cont)

Solid umors

CAFR. construct

Targer antigen Exo-domain (clane) Hinge Transmembrane Endo-domain 1 Endo-domain 2 Endo-domain 3 Pre-clinical dara  Clinical data
CEA scFy (BW431/26) Felgl Ch2a CD28 CD3al +
scFy (MFE23) CDEa Ch2a CD28 CD3al +
scFy (F11-30) CDaEg CD2a CD28 CD3l +
scFy (C2-45) CDaEg CD2a CD28 CD3l +
scFy (pLIC19) CDa-CD2a CD2a CD28 CD3l +
scFy (SCA431) Fc Cv CD28 CD3al +
EGP2 scFv (GATI3.2) CDEa FcRy FcRy CD3al +
EGP40 scFy (BRIE4FGL) NA WA FcRy - +
ER.EB3/4 scFy (C11) chye-CD8a2 CD3 CD3L - +
scFy (FRIP'S) chMyc-CD8a2  CD3 CDaL - +
scFy (RAK) chMyc-CD8ax  CD3 CD3E - +
scPFv (heregulingl) chMyc-CD82  CD3 CD3E - +
scFv (hrga) CH2CH3 Cha4 CD3L - +
ERER3/4 scFv (hrgf) CH2CH3 CD34 CD3E - +
ErbE scFy (T1E) CD28 CD2a CD28 CD3l +
GD-3 scFy (MB3.6) CDaa [ B E CD3l - +
scFy (MB3.6) CDaEg CD2a CD28 CD3l +
PSCA scFy (TF3) fC2 [ B E CD3; - +
scFv (hu1GE) CH2CH3 CD2a CD3L - +
scFy (hulGE) CDaa CE CDaL - +
scFy (TF3) CDaa CE CDaL - +
scFy (MBI) CDaa CE CDaL - +
HIA-AI+MAGEL  scFy (MZ2-B230) FelgG1-CD3  CD3 CD3L - +
scFy (GE) A CO FcoeRly - +
scFy (GE) CD2& Ch2a FcoeRly - +
scFv (Hybh3) CD28 CD2a FoeR1y - +
NEG2D mNEG2D mNEG2D mNEG2D CD3E - +
NEG2D hEG2D hNEG2D hNEG2D CD3; - +
hEG2D Felgl CD2a CD28 CD3al +




CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los grandes avances tecnolégicos han permitido que conceptos sobre
inmunoterapia, que antiguamente so6lo se encontraban en la teoria, sean hoy
en dia una realidad. Esto ha llevado a formular nuevas hipoétesis, abriendo
nuevos horizontes en este campo.

Existe evidencia que apoya la utilidad de los AcMo dirigidos hacia antigenos
carbohidrato en el tratamiento contra el cancer. Asimismo, gran parte de las
neoplasias que provocan la mayor tasa de mortalidad (con peor pronéstico y
alta tasa de metastasis) expresan este tipo de antigenos. En efecto, GD2 ha
demostrado ser tratamiento de primera linea en algunos tipos de
neuroblastoma.

Alun no se conocen completamente los mecanismos moleculares
subyacentes que provocan las alteraciones en la glicosilacion, ni como los
glicoconjugados alterados influyen sobre el microambiente tumoral. Sin
embargo, gran parte del nuevo conocimiento que se tiene al respecto ha sido
alcanzado gracias al desarrollo de nuevos AcMo dirigidos contra
glicoconjugados. A su vez, en este proceso de busqueda, se descubren dia a
dia nuevos epitopos carbohidratos pasibles de ser blancos de nuevos AcMo
con mejores perfiles de accion y seguridad.

Si bien los carbohidratos tienen un gran potencial, ocasionalmente los AcMo
dirigidos contra ellos tienen reacciones cruzadas con estructuras similares
expresadas en los tejidos humanos normales, generando la necesidad de
mejorarlos y desarrollarlos con perfiles de mayor especificidad y menor
toxicidad.

Con el objetivo de conseguir una mejor respuesta antigénica se ha disefiado
una nueva estructura, los linfocitos CAR-T, mediante ingenieria genética, una
estrategia prometedora en el tratamiento contra el cancer.

Por ultimo, importa destacar que ademas de contar con varios AcMo con
probada actividad antitumoral, también existen otros que tienen funciones
como marcadores diagndsticos, prondsticos y de control evolutivo, los cuales

se estan estudiando para transformarlos en AcMo terapéuticos.
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