.\ L"’ . \\ !
AZAEENEP \
| [ WAS
| - ol
) |
/ 2 1
N\ = UNIVERSIDAD

DE LA REPUBLICA
URUGUAY

Universidad de la Republica
Facultad de Medicina
Departamento de Inmunobiologia

Metodologia Cientifica Il

Blogueo de puntos
de control inmunologico
en terapias contra el

Cancer.

Integrantes: (grupo 53)

Br. Luciana Braga

Br. Rocio Ferreira

Br. Stephanie Gonzalez
Br. Paula Lima

Br. Ignacio Mattos

Docente Orientador:
Dra. Mercedes Segovia




INDICE:
RESUIMIBIN ...ttt ettt E e s R e s Rt e R e s Rt e s e e e R e enre e n e e n e e s nesnnenneenneenree s 2
O 11 oTo [0 1ol ot o] o FA O PSP U TSSO PR PP 2
O Vo] oTo] g v U To oW e (=T I T g - TSR 2
1.2 Generalidades del SIStema INMUNE. ......ccooiiiiiiiieee e 4
1.3 INMUNIAd INNATA. ....oeiiiiiiiee e 6
1.4 InMUNIdad AdPTATIVA. .....ccveiiieiiieieiee e 6
1.5 Activacion LINTOCITAITA. .....c.coveiiiiiiiiiiceiee e 8
1.6Moléculas de COBSLIMUIACION...........coiiriiieiiire e 8
2. INMUNIAAA Y CANCEL .ottt et et e st e st e sreesre e teestaesreenre s 10
2N = 1 0T = Vo o RSO SRORRPR 10
2.2 EQUITIDTIO ..ottt bbb e 11
2.3 ESCAPE. ...ttt ettt Rt R e b e Rt b e nre e nreere s 11
3. Inmunoterapia CoNtra €l CANCEN ........ccveiiiieee et sre e sreene s 12
L CTLAA Y PDL ittt sttt st be e st e e e e s e e e nbe e e nbeesbeeantee s 13
3.2 CTLA-4 como blanco tErapULICO. .........cueveriiriiriieiee st 14
3.3 PD-1/PD-L1 como blancos terapULICOS. ......ccueiveiieiiiie e cie et sre et sreenae s 16
3.4 EVAlUACION CHNICA. ...ttt 19
Ipilimumab y Tremelimumab ..o e 19
Nivolumab y Pembrolizumab ..o 19
3.5 Consideraciones clinicas del bloqueo de checkpoints ..........cccocvvieiieiiicie e 20
3.6 Terapia combinada CTLA-4 Y PD-L. ...ttt sttt st 22
3.7 Terapias combinadas con otros agentes terapeutiCos ..........ccvvveviveriieiieiecseeseesee s 23
Rl @ 1= T (=] = o] =TSRSS 26
(@0 0] [U1S] T 1= SRR 27
ANEXOS .ttt bbbt bt bt b et b e she e sh b e nbbe e nab e e ntneentns 28
ABREVIATURAS ..ttt ettt st b et ee s ab e e st b e e sabe e ssbeesanas 28

Referencias DIDIIOGIATICaS. ........cccviiiiiee e 29



Resumen

El cancer es una de las principales causas de morbi-mortalidad en el mundo. El sistema
inmune tiene la capacidad natural de detectar y destruir células anormales y esto puede prevenir
la formacion y/o proliferacion de varios tipos de cancer. Aun asi gran parte de los procesos
cancerigenos evaden los mecanismos de deteccion del sistema inmune lo que les permite
expandirse e invadir tejidos circundantes, en algunos casos, de manera agresiva y descontrolada
con una expresion clinica progresivamente invalidante determinando la muerte.
En funcion de esto se han caracterizado ciertas vias inhibidoras, que amortiguan o bloguean la
respuesta inmunoldgica en estos procesos, llamados “puntos de control” o “checkpoints”. La
inmunoterapia es una intervencion innovadora que estd ganando cada vez mas terreno y un
rapido avance en los ultimos afios. Las terapias inmunes estan disefiadas para bloquear estas
vias inhibidoras que permiten al tumor evadir la respuesta antitumoral y aunque hay muchos
tipos de inmunoterapia, esta es una de las estrategias que mas se han estudiado recientemente.
Los farmacos utilizados son Anticuerpos Monoclonales (AcMo) que actian a nivel de
receptores de los linfocitos (CTLA-4, PD-1), liberando la inhibicién que el tumor provoca sobre
los mismos, es decir, que el propio sistema inmunoldgico del paciente recupere la capacidad
para atacar el tumor. En 2011 la FDA (del inglés Food and Drug Administration) de Estados
Unidos aprob6 el primero de estos farmacos, el Ipilimumab un anti-CTLA-4 y en 2014 el
Nivolumab un anti-PD-1.
A pesar de los prometedores resultados no todos los pacientes ni todos los tumores responden
clinicamente a esta terapia e incluso en ocasiones los efectos secundarios han sido letales. En
este sentido se han desarrollado nuevos scores para su evaluacion de la respuesta y algoritmos
de manejo de los efectos secundarios.
Esta revision tiene como objetivo repasar los mecanismos mediante el cual el bloqueo de estos
puntos de control inmunolégico (checkpoints) restaura la inmunidad antitumoral, la evaluacion

clinica de los mismos y realizar una comparacion con otras terapias contra el cancer.

Palabras clave: Inmunoterapia, Microambiente tumoral, Checkpoints, CTLA-4, PD-1/PD-L1,
Ipilimumab, Nivolumab, irRAE, irRC.

1. Introduccion.
1.1 Importancia del tema.

El cancer es una de las principales causas de morbi-mortalidad en el mundo; en 2012 hubo
unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con el cancer,
afectando a las poblaciones de todos los paises y regiones y se prevé que supere los 20 millones

de nuevos casos de cancer al afio en 2025.*



La mayoria de los canceres estan asociados a determinada predisposicion genética y factores de
riesgo medioambientales, estilo de vida o exposiciones comportamentales. Los tipos mas
frecuentes de cancer son diferentes en el hombre y en la mujer siendo los que causan un mayor
namero anual de muertes los de pulmén, higado, estbmago, colon y mama. [Fig. 1]

Es por este motivo que reside el importante valor de la investigacion bésica, clinica y la union
de ambas para dar lugar a la investigacion traslacional.

Segun un informe realizado por el Ministerio de Salud Publica en el afio 2010, el 23.8% de las
defunciones por afio en Uruguay son causadas por cancer; algunos factores que han contribuido
a estas cifras son el mayor control de enfermedades infecciosas y el aumento de la sobrevida de
la poblacién.

Segun el proyecto GLOBOCAN de la OMS, en una estimacion realizada en el 2008, Uruguay

ocupa el quintil de mayor incidencia a nivel internacional.?
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Fig. 1: Incidencia y
mortalidad por cancer a
nivel mundial.
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Es por ello que se ubica al cancer como un problema sanitario actual, y demuestra la
importancia de las estrategias de salud para la deteccion precoz, tratamiento y seguimiento
adecuado de estos pacientes.

Actualmente, gracias a los avances en el conocimiento de las ciencias béasicas y en tecnologia
molecular se han podido establecer nuevos blancos terapéuticos como CTLA-4 y PD-1,

moléculas actualmente fundamentales en el tratamiento contra el cancer. Estos conocimientos



han revolucionado el enfoque de la inmunoterapia contra el cancer y estdn generando un
optimismo justificado porque es posible que pronto se pueda curar un conjunto de pacientes con
algunos tipos de cancer.

Para comprender este enfoque de inmunoterapia, entendemos necesario realizar una
introduccién sobre la respuesta inmune normal, para luego entender la inmunidad
antitumoral, y las moléculas de coestimulacion mas relevantes en la activacion linfocitaria

ya que estas estan directamente relacionadas con el sujeto de esta monografia.

1.2 Generalidades del sistema inmune.

Constantemente nuestro organismo defiende su integridad bioldgica frente a agresiones
procedentes tanto del exterior como del propio organismo. Para que estos fendmenos de defensa
se lleven a cabo, los organismos disponen de un sistema especializado conocido como sistema
inmune.

El término inmunidad histéricamente hace referencia al estado de resistencia de los organismos
frente a enfermedades infecciosas pero hoy sabemos que su rol es mucho mas amplio y que
desempefia un importante papel en la homeostasis del organismo. Podemos definir al sistema
inmunolégico como una compleja red de elementos celulares, tisulares y moleculares que
interaccionan entre si para mantener al organismo libre de amenazas internas (manejando
finamente procesos que determinan por ejemplo la aparicion de autoinmunidad) y externas (por
ejemplo, microorganismos patdégenos o procesos tumorales).

Tan importante como la activacion de este sistema para la defensa del huésped es la tolerancia
inmunoldgica. Esta puede definirse como una respuesta inmune que no destruye al antigeno,
provocada por la exposicion previa al mismo. La tolerancia puede darse ante antigenos externos
a nuestro organismo, asi como para los que se encuentran en el interior del mismo (tolerancia a
lo propio). Buenos ejemplos de esto son el embarazo y la tolerancia oral a la ingesta de
antigenos proteinicos por via enteral.

Cuando fallan los sistemas de regulaciéon de la respuesta inmune pueden aparecer patologias
autoinmunitarias y autoinflamatorias. Las enfermedades autoinflamatorias y autoinmunes
difieren en términos de mecanismos de la enfermedad y las respuestas terapéuticas.

Hace aproximadamente una década, se propuso una clasificacion de las enfermedades
inmunoldgicas con trastornos prototipicos, en su mayoria autoinflamatorias monogénicas por un
lado y trastornos autoinmunes clasicos en el otro.> Mientras que las enfermedades
autoinflamatorias son impulsadas por sefiales de peligro endégeno, mediadores metabolicos y
citocinas, la autoinmunidad implica la activacion de células T y B.*

Clasicamente se divide a la respuesta inmune en dos grandes brazos. Uno que actla de forma
inmediata y por eso lo denominamos respuesta inmune innata y otro brazo al que se denomina

respuesta inmune adaptativa.



El sistema inmune innato (SII) es la primera linea de defensa y estd compuesto por barreras
fisicas (piel y mucosas), barreras fisiologicas (variaciones en la temperatura y pH), componentes
celulares que actian de manera no especifica (células dendriticas, fagocitos y linfocitos NK),
componentes solubles como proteinas del complemento (proteinas pre-formadas solubles en
plasma activadas por la via alternativa y de las lectinas) y citocinas y quimioquinas que actdan
como mensajeros intercelulares sincronizando la respuesta. Luego se pone en marcha el
segundo componente del sistema inmune que es la respuesta adaptativa. [Fig. 2] La misma esta
mediada por un tipo celular especializado, los linfocitos y componentes humorales
(anticuerpos), hablamos entonces de la respuesta inmune de tipo celular y humoral
respectivamente.
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A diferencia de la inmunidad innata que estd lista para actuar frente a una amenaza, la
inmunidad adaptativa depende de la exposicion a un antigeno por ejemplo, entendiendo esto
como todo organismo 0 molécula que genere una reaccion inmune, sélo se activa cuando estos
se encuentran presentes y cuanto mayor sea la exposicion mas se va a amplificar.

Esta division de la respuesta inmunitaria es meramente esquematica ya que en realidad
funcionan como un sistema integrado, interactuando de forma dindmica, los componentes de
ambas actan coordinadamente y siendo los dos importantes para la erradicacion del proceso
patolégico. Un concepto muy importante a resaltar es que la inmunidad innata va a alertar
e instruir a la respuesta inmune adaptativa. A su vez, ésta Gltima va a proveer al Sl de
mecanismos efectores. Para ello un tipo celular clave que juega como nexo son las células
dendriticas (DC, del inglés dendritic cell); éstas son capaces de viajar hasta el ganglio linfatico y
presentar los antigenos (Ag) a los linfocitos T virgenes. Estos se diferencian y maduran y son

reclutados por ejemplo al sitio de infeccion.



1.3 Inmunidad Innata.

Se caracteriza por ofrecer al organismo una respuesta inmune inmediata (en horas) pero
inespecifica. Sus principales funciones son proteger frente a patdgenos, activar la inmunidad
adaptativa e iniciar el proceso de reparacion tisular. Las estructuras microbianas reconocidas por
el SlI se llaman patrones moleculares asociados a microorganismos patégenos —-PAMPs- (del
inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns), y en general son estructuras criticas para la
supervivencia de los microorganismos como: el ARN doble cadena, las lipoproteinas,
glicoproteinas, la flagelina, o los lipopolisacaridos.

El sistema inmune también reconoce sustancias enddgenas que producen o liberan células
dafiadas o0 que estdn muriendo. Estas sustancias se Ilaman patrones moleculares asociados a
dafio -DAMPs- (del inglés Damage-Associated Molecular Patterns). Los DAMPs pueden
producirse como resultado del dafio celular causado por infecciones, toxinas gquimicas,
guemaduras, traumatismos o disminucién del flujo sanguineo.

El sistema inmune innato usa varios tipos de receptores presentes en diferentes localizaciones en
las células y moléculas solubles en la sangre y secreciones mucosas, que reconocen PAMPs y
DAMPs. Estos receptores son expresados por fagocitos, (células dendriticas, macréfagos) y
también células epiteliales que componen la interfaz de barrera entre el cuerpo y el ambiente
externo. Se denominan receptores para el reconocimiento del patron-PRR- (del inglés Pattern
Recognition Receptors). Se expresan en la membrana plasmatica o en la membrana endosémica
de los fagocitos y en el citoplasma. Una vez detectados los patdgenos, son activados los
componentes celulares y humorales de la inmunidad innata que van a desarrollar los
mecanismos efectores. Las primeras células en intervenir son los fagocitos. Los llamados
profesionales son los neutrofilos y macrofagos. Inmediatamente se incorporan los NK (del
inglés Natural Killer).?

Los componentes solubles de la inmunidad innata son los anticuerpos naturales, el
complemento, pentraxinas y catelicidinas y ficolinas.

Una funcion esencial de la respuesta inmune innata es preparar el terreno para inducir
una respuesta inmunitaria adaptativa (RIA) efectiva. Una respuesta inmune efectiva del
huésped frente a organismos extrafios requiere de la accidén coordinada y conjunta del

sistema inmune innato y adaptativo.

1.4 Inmunidad Adaptativa.
La inmunidad adaptativa aparece un tiempo luego de la respuesta inmune innata (RII) e
incluye la destruccién inmunoldgica de la amenaza y la reparacion del dafio causado. Por lo que

cuenta con mecanismos de regulacion muy importantes. La RIA se caracteriza por ser:



Especifica porque asegura que la respuesta inmune frente a un antigeno se dirija a ese antigeno
y no a otro. Ademas tiene la capacidad de aumentar el nimero de linfocitos especificos contra

un antigeno determinado por medio de la expansidn clonal.

Diversa porque capacita el sistema inmune para responder a una gran variedad de antigenos
(tiene un repertorio de especificidades mucho mas grande que la respuesta inmune innata)
Especializada porque genera respuestas que son éptimas para la defensa contra diferentes tipos
de microorganismos o agresiones, o situaciones fisiopatoldgicas o fisioldgicas como el
embarazo.

Es capaz de desarrollar memoria inmunoldgica, esto implica que frente a una re exposicion al
mismo antigeno el sistema inmune respondera mas rapido y mas robustamente.

Existen dos tipos de respuesta inmunitaria adaptativa, la inmunidad humoral y la inmunidad
celular.

La inmunidad humoral se basa en el sistema de complemento y proteinas producidas por los
linfocitos B, los anticuerpos. Estos se encuentran en dos formas: en la sangre y en secreciones
mucosas y tienen como funcion reconocer antigenos, neutralizarlos y marcarlos como diana
para su eliminacion por diversos mecanismos efectores (opsonizacion); y unidos a la membrana
de los Linfocitos B (LB), formando parte del receptor de linfocitos B-BCR- (del inglés B-cell
receptor).

La produccién de anticuerpos puede iniciarse de forma dependiente o independiente de
linfocitos T segln la naturaleza del antigeno.

Existen microbios intracelulares, como algunas bacterias y los virus, que pueden proliferar en el
interior de los fagocitos y en otras células. Cuando esto ocurre los mediadores de la inmunidad
humoral no son eficaces. En éste caso la inmunidad de tipo celular toma importancia. La
misma es llevada a cabo por los linfocitos T (LT), los cuales fomentan la destruccion de células
infectadas o transformadas.

Los principales linfocitos T efectores son: los LT CD4 (Th1,Th2,Th9 o Tregs), que se encargan
de secretar citocinas y reclutar mas células inmunitarias. Los CD8 citoliticos o CTL- (del inglés
Citolytic T Lymphocyte), encargados de eliminar células infectadas o transformadas mediante la
induccion de su apoptosis a través de interacciones con moléculas de membrana y por la
liberacion de enzimas: poblacion importante en la respuesta antitumoral.

La inmunidad adaptativa también permite al sistema inmune recuperarse de una respuesta. Hay
entonces mecanismos de regulacién de la respuesta inmune, de modo de mantener la

homeostasis del organismo y prevenir procesos infecciosos o inflamatorios por ejemplo.



1.5 Activacion Linfocitaria.

Para que un LT se active tiene que haber presentacion de antigeno. Las células presentadoras
de antigenos profesionales son los macréfagos, las células dendriticas y los linfocitos B. Las DC
son las Unicas capaces de activar un linfocito T virgen.

Las DC son llamadas centinelas del SI porque censan el peligro en la periferia y migran hasta el
ganglio linfatico de la region donde presentan el antigeno a los linfocitos T virgenes que alli se
encuentran.

El objetivo de la activacion es a partir de una pequefia poblacion de linfocitos T virgenes
especificos obtener un gran nimero de clones capaces de combatir la infeccién y una porcion de
células memoria que permanezcan largos periodos y puedan actuar rapidamente en un nuevo
encuentro con el mismo antigeno.

Cuando hablamos de activacion linfocitaria, hablamos de la necesidad de 3 sefiales.

El antigeno, siempre es la primera sefial necesaria para la activacion linfocitaria. Esto asegura
gue la respuesta sea especifica. Una segunda sefial es proporcionada por las moléculas
coestimuladoras. Estas moléculas pueden ser activadoras o inhibidoras (CTLA4), lo que
garantiza que la respuesta no se desarrolle frente a estimulos inocuos y asegurando que la
misma se inicie en el momento y lugar apropiado. La tercera sefial esta mediada por citocinas
gue promueven la proliferacién y diferenciacion linfocitaria.

Sin estas sefiales, los LT que reconocen antigenos mueren por apoptosis o entran en un estado
de falta de actividad llamada anergia o inactivacion funcional.

En el reconocimiento participan otras moléculas de superficie, entre ellas moléculas de adhesion

que estabilizan la union y moléculas coestimuladoras, por ejemplo CD28-B7 y CD40-CD40L.

1.6 Moléculas de coestimulacion.

La familia mas importante y méas estudiada de coestimuladores/coinhibidores de los LT es el
complejo B7:CD28, comprende las siguientes moléculas coestimuladoras [Fig. 3]: CD28:
CD80/CD86; CTLA-4 (Antigeno 4 de Células T Citoliticas) es un receptor inhibidor; 1COS
(coestimulador inducible); PD-1 (muerte programada 1) también es un receptor inhibidor que

participa en la finalizacion de la respuesta inmune.
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La molécula B7 se expresa en la superficie de las células presentadoras de antigeno y es mas
abundante en las DC. Su expresion es inducida por la unién de los PAMPs a los TLR y citocinas
como INFy. Ademas los linfocitos T activados expresan el ligando para CD40 que también
potencian la coestimulaciéon B7-CD28. Esta asa de retroalimentacion positiva sirve para
amplificar la respuesta. La cola citoplasmatica desencadena una cascada de fosforilacion que
inactiva la via apoptética y estimula factores antiapoptoticos, lo que contribuye a la
supervivencia. También induce la union del NF-kB a una zona del promotor del gen de la IL-2,
dando como resultado mayor expresion de proteinas antiapoptoticas. La IL-2, es un factor de
crecimiento, supervivencia y diferenciacion del linfocito. Sus funciones son aumentar la
supervivencia al inducir la proteina antiapoptética Bcl-2 y estimular la progresién del ciclo
celular al degradar p27. Ademéas aumenta la produccién de citocinas efectoras como IL-4 y el
INFy. Es indispensable para la supervivencia y funcion de los Treg.

Otra via de coestimulacion conocida es CD40L-CD40; su interaccion en las células
presentadoras de antigeno aumenta la respuesta de los linfocitos T al activar a las células
presentadoras de antigeno. EI CD40L es una proteina de membrana de la superfamilia TNF que
se expresa en los linfocitos T activados. EI CD40 se expresa en linfocitos B, macrdfagos y
células dendriticas.

El resultado de la activacion del linfocito T esta influido por un equilibrio entre la union
de los ligandos a los receptores activadores e inhibidores de la familia del CD28.

Los receptores inhibidores de la familia CD28 son el CTLA-4 y PD-1 que son el sujeto de
interés en esta monografia y seran desarrollados méas adelante.
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2. Inmunidad y cancer

Actualmente estd fuertemente demostrado que la inmunidad juega un papel fundamental en
todo proceso neoplasico. Ya desde mitad de siglo XX, Burnet y Thomas proponen el término
vigilancia inmunolégica. Este deriva del concepto de que el sistema inmune puede discriminar
entre lo propio y lo no propio.® Posteriormente Dunn y Schreiber sugieren utilizar el término de
Inmunoedicion, que destaca el rol dual de la inmunidad no sélo en la prevencion, sino también
en la conformacion de enfermedad neoplasica.™
El proceso de Inmunoedicion comprende tres fases conocidas como “tres E”: Eliminacidn,

Equilibrio y Escape. [Fig.4]

A. Elimination B. Equilibrium C. Escape
. Fig.4 Fases de la

Inmunoedicion.
Tomado de
GavinP.Dunn,
Robert D.
Schreiber,
Thethree Es of
cancer
inmunoedditing
2004

2.1 Eliminacién

En esta fase se requiere la participacion en conjunto del sistema inmune innato y adaptativo.
Durante el desarrollo tumoral se produce una remodelacion del estroma que lleva a la liberacion
de moléculas pro-inflamatorias. Estas junto con las citocinas producidas por las propias células
neoplasicas atraen a los componentes del sistema inmune innato. Las células NK, macréfagos,
LT, y NKT, una vez reclutados reconocen los antigenos tumorales lo que conduce a la
produccion de [INFy. Se activan procesos dependientes de INFy proapoptdticos,
antiproliferativos y antiestaticos que sumados a la accion de los macréfagos y NK activados
resultan en la destruccion de una proporcion del tumor. Como resultado, antigenos provenientes
de restos de células tumorales estimulan al sistema inmune adaptativo. Estos son capturados por
las DC, las cuales activan principalmente linfocitos T CD4 Thl y CD8 CTL. Las células
tumorales antigeno positivas van a ser destruidas por accion directa e indirecta de los CD4 y
CD8. Este proceso de eliminacién debe repetirse cada vez que surjan cambios en los antigenos

de las células neoplésicas.
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2.2 Equilibrio

Las células tumorales que hayan sobrevivido a la fase de eliminacién entran en un dinamico
equilibrio, en el que los linfocitos y el INFy ejercen una potente e implacable presién que es
suficiente para contener pero no para eliminarlas en su totalidad. De este modo se crea un
ambiente tumoral que contiene células genéticamente inestables con tendencia a mutaciones. El
resultado es la proliferacion de clones con inmunogenicidad reducida y mayor resistencia al
ataque del sistema inmune.
Esta fase es el proceso mas prolongado de la Inmunoedicion. Se estima que hay un periodo de
aproximadamente 20 afios entre la exposicion al estimulo cancerigeno y la deteccidn clinica del

tumor. 3

2.3 Escape

En esta fase las células que fueron seleccionadas en el equilibrio pueden desarrollarse en el
ambiente inmunoldégicamente modificado, que permite su crecimiento y posterior deteccién
clinica.
La célula tumoral desarrolla estrategias inmunoevasivas para poder eludir la respuesta innata y
adaptativa.
Actualmente se conoce que se utilizan mecanismos denominados intrinsecos y extrinsecos para
impedir el desarrollo de una respuesta antitumoral.
Extrinsecamente, creando un microambiente tumoral (-TME- del inglés Tumor
Microenvironment) con estado inmunosupresor mediante:
- la enzima IDO (del inglés indoleamine-2,3-dioxygenase), que metaboliza el triptéfano
necesario para la proliferacion del linfocito T. Su produccion puede ser inducida en las células
tumorales y en las APC mediante estimulo proinflamatorio como el INFy, el cual es generado
por la respuesta inmune antitumoral del hospedero siendo este el inductor mas importante de
IDO.
Al producirse por las células tumorales puede inducir inmunosupresion en el tumor
disminuyendo la funcion y la proliferacion de las células T dentro del tumor o mediante la
limitacion de la supervivencia de células T infiltrantes mediante metabolitos toxicos del
triptéfano.?
-VEGF (del inglés vascular endotelial growth factor) y citocinas inmunosupresoras como TGFR
e IL-10.
- el reclutamiento de células T reguladoras y células mieloides supresoras (MDSCs) que a su
vez inducen el desarrollo de Treg y determinan un cambio en el fenotipo de los T cooperadores
aTh2.®

- la promocién de la expresion de moléculas coinhibidoras como CTLA-4, PD-1y PD-L1.°
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- la formacion de estructuras linfoides terciarias dada por la atraccion de células T y B
determinando una arquitectura organizada. En estas se ha detectado la expresion de CCL21, un
receptor capaz de inducir tolerancia inmunoldgica a partir del reclutamiento de células T naive
especificas para antigenos tumorales en un contexto de baja coestimulacion. *®

Los mecanismos intrinsecos, afectan el reconocimiento mediado por las células efectoras del
sistema inmune. Por ejemplo, pérdida de expresion antigénica y de los componentes del MHC,
la disminucion de ligandos de NKG2D vy el desarrollo de desensibilizacion a INFy. Ademas se
abastece de mecanismos para escapar de la destruccion inmune, mediante defectos en los
receptores de las vias de sefializacion de muerte celular o la expresion de sefales

antiapoptoticas. **

3. Inmunoterapia contra el cancer

Al principio, muchos trabajos se basaron en los descubrimientos sobre la relacion del
Sl y los tumores y se interesaron en el desarrollo de vacunas anti-antigenos tumorales.??
Luego otros encares de inmunoterapia comenzaron a desarrollarse. En 1994 se describe
que CTLA-4 disminuye la respuesta de los linfocitos T inhibiendo la coestimulacion de
CD28 con el que comparte los ligandos CD80/CD86.% Este avance ha llevado a la
comprension de los procesos inmunorreguladores que estan mas activos en el TME vy al
desarrollo de terapias dirigidas a bloquear estos puntos de control inmunologico o
checkpoints.®

Puntos de Bloqueo.

El rol critico de los checkpoints en la inmunidad antitumoral queda demostrado por la
clara eficacia del bloqueo de estos como inmunoterapia para el cancer.

En 2011 en Estados Unidos la FDA aprobo el anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4:
Ipilimumab, para el tratamiento de pacientes con melanoma avanzado. ° El bloqueo de
otros puntos de control (PD-1 PD-L1) llevd a impactantes resultados clinicos con 20-
50% de respuesta clinica y a la aprobacion por la FDA del anticuerpo monoclonal anti-
PD-1 Nivolumab para melanoma avanzado en 2014, cancer de pulmoén de células no
pequefias (NSCLC del inglés Non Small Cells Lunge Cancer) y carcinoma renal en
2015°, y en anti-PD-L1 Atezolizumab para carcinoma urotelial en mayo de este afio™®.
Estas drogas representan un cambio radical en las terapias para el cancer en dos
sentidos. Primero no se dirigen a la célula tumoral, se dirigen a moléculas involucradas
en la regulacion de las células T efectoras antitumorales. Y segundo, el objetivo de la

terapia no es activar el sistema inmune para que ataque una diana particular en las
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celulas tumorales sino que elimina la via de inhibicion que bloquea la respuesta inmune

24
I

antitumoral <°, es decir, inhibe al inhibidor.

3.1CTLA-4yPD1

Los receptores inhibidores como CTLA-4 y PD-1 contribuyen a regular la respuesta inmune y
gue no se genere una activacion continua, manteniendo la homeostasis del sistema.
Los linfocitos T virgenes y memoria expresan CD28 pero no CTLA-4 ni PD-1 en su superficie,
permitiendo que domine la coestimulacion al reconocer el antigeno. Sin embargo, una vez que
el linfocito T es activado, CTLA-4 es movilizado rapidamente a la superficie celular desde el
depdsito intracelular, llevando a la retroalimentacion negativa una hora después del
reconocimiento del antigeno. La expresién de PD-1 requiere activacion transcripcional y
aparece 6-12 horas después. ®
El CTLA-4 y PD-1 expresados en la célula T llevan a una dificultad en la activacion y a un
efecto supresor de funciones como la secrecion de citocinas y de la proliferacion.
El CTLA-4 ejerce su accién principalmente mediante:
-La inhibicion intrinseca de la activacién de células T tanto por competencia con CD28 por la
unién al ligando CD80/CD86 o por el reclutamiento de fosfatasas al dominio citoplasmético de
CTLA-4 resultando en una reduccion de las sefiales de TCR y CD28. Kong et al mostré que la
quinasa PKC-n se une constitutivamente al dominio citoplasmaético de CTLA-4 en Treg y que
esta interaccion es un mediador importante de la funcién de CTLA-4 en estas células.
Por otro lado PD-1 retrasa la diferenciacion y funcién de las Treg foliculares. °
-La inhibicién extrinseca de la activacion de otras células T por la reduccién en la expresion de
CD80 y CD86 en las APC, tanto indirectamente por la regulacion en menos (por citoquinas
tales como IL-10) o directamente por la remocion de estos de las APC por transendocitosis
resultando en la menor disponibilidad para unirse a CD28°. EI CTLA-4 también puede sefializar
en las DC por la unién a CD80 y CD86 e inducir a la enzima inmunorreguladora IDO que
llevan a la supresion de la respuesta de las células T. °
La modulacion de estos receptores utilizando anticuerpos monoclonales [Fig.5] es un
nuevo objetivo terapéutico, que tiene como finalidad mejorar la funcion efectora de los
LT 10,11,12
Esto dentro del contexto del cdncer cobra importancia debido a que en la génesis de la
malignidad existen multiples mecanismos de supresion inmune para prevenir una inmunidad
antitumoral efectiva, como se describe en el siguiente punto. La terapia con anticuerpos dirigida
contra varias moléculas reguladoras o como son conocidos actualmente en la literatura
checkpoints inmunoldgicos. Estos pueden reactivar la respuesta antitumoral mermada por el

ambiente inmunorregulador caracteristico de los procesos tumorales % %,
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Actualmente son un blanco terapéutico en la inmunoterapia contra el cancer como por ejemplo
el cancer de mama y el melanoma pero también cobran relevancia en enfermedades

autoinmunes como la enfermedad de Crohn.
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3.2 CTLA-4 como blanco terapéutico.

Como fue mencionado anteriormente, CTLA-4 es un potente regulador negativo de la
respuesta inmune de las células T periféricas. Es expresado de manera inducible en las células T
naive y constitutivamente en células Treg FOXP3+ porque CTLA-4 es un blanco
transcripcional directo de FOXP3. Es homdlogo del receptor coestimulador CD28 de las células
Ty se une a los mismos ligandos CD80 y CD86 pero con mayor afinidad.

La interaccién con sus ligandos disminuye la transcripcién de IL-2, la proliferacion de células T
y el tiempo de contacto entre la célula T y la APC.

Tiene un rol critico en el control de las células T autorreactivas y la homeostasis de las células
T. CTLA-4 ejerce una funcion inmunorreguladora controlando células CD4+ y células CD8+
asi como también Treg.

Se ha demostrado que en el sitio del tumor se generan infiltrados significativos de células T y
que responden favorablemente a la terapia con anti-CTLA-4 ®

Efecto Los monoclonales anti-CTLA-4 Ipilimumab (1gG1

terapéutico: anticuerpos

completamente humana) y Tremelimumab (IgG2 completamente humana) fueron los primeros
farmacos bloqueadores de un punto de control inmunol6gico que entraron en ensayos clinicos

en oncologfa.
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Su aplicacion da como resultado un aumento de la relacion de células T efectoras CD4+ y
CD8+/Tregs FoxP3+ en el infiltrado tumoral. [Fig6] Las células T efectoras y las T reguladoras
son dirigidas por los anticuerpos anti-CTLA-4, lo que sugiere multiples mecanismos de accion.
Las celulas T CD8+ parecen ser necesarias siempre para el beneficio terapéutico con
anticuerpos anti-CTLA-4, mientras que las células T CD4+ se requieren en algunos, pero no en
todos los modelos tumorales en ratones. Esto refleja el papel fundamental de las células T CD8+
citotdxicas en la inmunidad antitumoral a través de la muerte directa de las células tumorales.
Trabajos recientes sugieren que el efecto terapéutico de los anticuerpos anti-CTLA-4 puede ser
debido no solo al bloqueo de la interaccion de CTLA-4 con sus ligandos, sino también al
agotamiento de células Treg intratumorales que sobreexpresan CTLA-4, mediada por el receptor
de Fc generando citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos-ADCC-(del inglés antibody
dependent cell mediated cytotoxicity). Como fue mencionado anteriormente el Ipilimumab es
un anticuerpo completamente humano IgG1 que fue seleccionado para inhibir la interaccién
CTLA-4-B7. Sin embargo, en un estudio se mostr6 que la actividad antitumoral con anti-CTLA-
4 mejora cuando contiene 1gG2a en la region constante y observd una ausencia de actividad
antitumoral cuando se utiliz6 1gG1. El anticuerpo anti- CTLA-4 IgG2a media su efecto a través
de eliminacion de Tregs intratumorales; las células T CD4 y CD8 intratumorales y las Teffs se
preservan, asi como Tregs periféricos. En suma, la interaccion CTLA-4 IgG2a demostr6 una
disminucion de los Treg intratumorales, promoviendo un aumento en la relacion Teff/Treg. *

Recientes estudios en ratones explican los mecanismos moleculares por los cuales actla el anti-
CTLA-4. En el trabajo realizado por T. Simpson y colaboradores® se analiz6 la interaccion de
este anticuerpo con la vacuna GVAX en ratones con melanoma, se vio que tanto en los que

fueron tratados con la vacuna mas el anticuerpo como en los que recibieron anti-CTLA-4 en
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monoterapia, se redujo notablemente el nimero de Tregs y aumentd considerablemente la
relacion intratumoral de Teff/Tregs. Esto demuestra que el efecto es independiente de la
administracion de la vacuna. También se demostrd que el anticuerpo induce la eliminacién de
Tregs CD4+ que infiltran el tumor. Para esto transfirieron Tregs a ratones CD4+/+ y a ratones
que CD4 -/- y midieron la acumulacion de Treg intratumorales, en tratados con anticuerpo y
GVAX, y en otros tratados solamente anticuerpo. En los CD4+/+ se notd una marcada
reduccion de Tregs, sin embargo, en CD4-/- no se presentaron cambios. También se planted si
la deplecion de Tregs esta mediada por el complemento y/o por ADCC. Para comprobar esto se
utilizaron dos modelos de raton, uno sin un componente clave del complemento (C3 -/-) y otro
sin la cadena y de las IgG (y-/-). En 10sC3 -/-, no se observo disminucion los Treg ante el
tratamiento con CTLA-4, por lo que el complemento no parece cumplir ningun rol en el
proceso. Se vio que en los wild type (WT) tratados con el anticuerpo hubo efectivamente una
disminucion de Tregs, al contrario de lo que sucedia en los y-/-, por lo que concluye que es un
mecanismo dependiente de FcyR. Luego se tratd de analizar qué tipo de receptor tenia mayor
implicancia; para ello se analizaron ratones FcyRIll-/- y FcyRIV-/- y se concluyé que con
FcyRIV-/- no habian disminuciones, por lo que el receptor FcyRIV tiene relevancia en la
eliminacion de Tregs intratumorales. Considerando que en ratones la ADCC es mediada
predominantemente por macrofagos se evalud la expresion de FcyRIV en éstas y otras células
del sistema inmune en el tumor, observando un aumento de la densidad de este tipo celular,
comparado con nodulos linfoides, y un aumento en la expresion de FcyRIV en células
intratumorales en comparacion con células de nddulos linfoides. Por otro lado se demostr6 que
el tratamiento con CTLA-4 no alterd el porcentaje de macrofagos ni la expresion de FcyRIV, lo
que sugiere que la reduccién de los Tregs no depende de un aumento de macréfagos en el tumor
en respuesta al CTLA-4. Para determinar si la pérdida de FcyRIV y su disminucion intratumoral
afectaban la proteccion tumoral, se evalud la actividad antitumoral con GVAX y CTLA-4 en
ratones wild type y FcyRIV-/-. Se observo que en los ratones WT habia un aumento de la
relacion LTeff/Treg, al contrario de lo que sucedia con FcyRIV-/-, 1o que contribuye a afirmar el
rol fundamental de FcyRIV en la disminucion de los Tregs. En este estudio se analizaron los
distintos mecanismos mediante los cuales CTLA-4 puede modificar la relacion Teff/Treg
intratumoral, los puntos especificos en los que actia el CTLA-4, el rol crucial del
microambiente tumoral y la especificidad de los receptores, éstos son algunos ejemplos claves
para dar continuidad a la investigacion de esta terapia.’
3.3 PD-1/PD-L1 como blancos terapéuticos.

Recordemos que el PD-1 es un receptor transmembrana que funciona como un receptor de
coestimulacion negativo [Fig7], controlando la activacion de los LT, LT senescentes, la

tolerancia de los LT y la resolucion de la inflamacion. EI PD-1 también puede estar expresado
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en las NK y en los LB, limitando sus funciones efectoras, en los macrofagos limitando la
duracion de la inmunidad innata y en las Treg y Treg foliculares modulando su induccion y
funcion.

Sus principales ligandos son PD-L1 siendo este el mas expresado, presente en las APC, asi
como en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas, y PD-L2 presente principalmente en
células dendriticas y macréfagos. Ademas PD-L1 puede servir como receptor de CD80
expresado en los LT lanzando otra sefial inhibidora.

La unién del PD-1 a sus ligandos resulta en a) una cascada de fosforilacion que termina
atenuando las sefiales estimuladoras del TCR, disminuyendo la activacion del LT y la activacién
de citoquinas; b) estimula la produccion de factores de transcripcion que impiden la
proliferacion y supervivencia de los LT; c) al reducir la produccion de citocinas disminuye la
capacidad citolitica, la motilidad y el encuentro con las DC y las células blanco; d) cambia el
metabolismo de los LT inhibiendo la glucdlisis, promoviendo la lip6lisis y aumentando la
oxidacién de los acidos grasos y e) puede promover el fenotipo Treg desde T virgenes que
suprimen la funcion de las células T efectoras.

Las sefiales inhibidoras del PD-1 controlan la tolerancia periférica en varios sentidos, mantiene
las células T tolerantes, inhibe la activacién de las células T CD4+y CD8+ autorreactivas y sus
respuestas efectoras, y restringe las células T autorreactivas en 6rganos blancos.

El PD-1 aparece a las 6-12 horas de la activacion de los LT y declina con la desaparicion del
antigeno. Cuando los LT son estimulados repetitivamente por un antigeno como en las
infecciones crénicas o en el cancer, los niveles del PD-1 aumentan y los LT sufren
modificaciones epigenéticas y cambios en los factores de transcripcién que llevan a la
diferenciacién en un estado Ilamado senescencia. Ademas de expresar PD-1 los LT senescentes
pueden expresar multiples receptores inhibidores haciéndolos susceptibles a la inhibicion por

mdltiples vias de puntos de control. °

_ , > Fig. 7: La expresion de PD-1 es inducida en los LT.
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Aungue estos difieren ampliamente en su estructura
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se clasifican en dos grandes grupos: los que apuntan a PD-1 (Nivolumab, Pidilizumab) y los que
apuntan a PD-1L (MPDL3280A, MEDI4736).”° En 2014 la FDA aprob6 el anticuerpo
monoclonal Nivolumab para el tratamiento de melanoma avanzado y cancer de pulmén y en
2015 el Pembrolizumab para NSCLC refractario y carcinoma renal.

En el TME, las células tumorales pueden expresar PD-L1 o PD-L2 como muchas otras células.
Cambios en el metabolismo de las células T y en las células tumorales regulan la respuesta
inmune. La alta glucdlisis de las células tumorales reduce los niveles de glucosa del
microambiente tumoral, reduciendo de este modo la capacidad de linfocitos infiltrantes-
tumorales (TILs del inglés Tumor-Infiltrating Limphocyte) de montar una respuesta
antitumoral.® El bloqueo de PD-1 aumenta la concentracién de glucosa en el TME y de
glucolisis en los LT produciendo altos niveles de INFy.

En muchos modelos preclinicos el uso de anticuerpos monoclonales anti-PD-1/PD-L1 mejora
la citotoxicidad antitumoral, la produccion de citocinas proinflamatorias y la proliferacion de los
LT promoviendo de este modo la destruccidn del tumor. El blanco contra PD-L1 puede resultar
en efectos biol6gicos distintos que aquellos contra el PD-1. Se cree que PD-L1 produce sefiales
negativas en células por interaccion con B7. Anticuerpos que bloquean PD-L1 previenen esta
interaccion pero los que bloguean PD-1 no. Otra diferencia es que los anticuerpos anti PD-L1
no previenen que el PD-1 interactGe con PD-L2, pero el efecto de esta diferencia ain se
desconoce.

Una diferencia importante surgida de un estudio en animales demuestra que la accién
antitumoral de los anticuerpos anti-PD-L1 dependen la region Fc y de la union de estos a al
receptor (FcyR), mientras que la accion de los anti-PD-1 es independiente de esto. Los autores
realizan varios experimentos en ratones midiendo la reduccion del volumen tumoral en distintas
condiciones. Cuando un raton carece de FcyR activador, solo tiene FcyR inhibidores o se le
administran AcMo anti-PD-L1 con una region Fc incapaz de unirse al receptor el volumen
tumoral no se ve reducido. Por otra parte, en ratones wild type o cuando la regidn Fc es capaz de
unirse a un FcyR activador, se observa una reduccion del volumen tumoral de un 60%. En
cambio, cuando se repiten estas condiciones pero para AcMo anti-PD-1 el volumen si se ve
reducido, mientras que este permanece incambiado en ratones wild types o con regiones Fc
capaces de unirse al FcyR activador.

Esta diferencia es relativamente inesperada ya que el PD-1 se expresa sobre todo en los
linfocitos T CD8+ dentro del TME y su bloqueo con AcMo que mediaran ADCC implicaria la
eliminacion de los mismos. Por otro lado PD-L1 se encuentra sobre la superficie de células
tumorales por lo que la union de la region Fc del anti-PD-L1 a su receptor ayudaria a la

eliminacién de estas células.
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Estos estudios son importantes para la optima seleccion de la region Fc en los anti-
PD1/PD-L1.

El Nivolumab y el Pembrolizumab son anticuerpos de tipo IgG4 que se unen a los FcyR con
baja afinidad y evitan la ADCC de las células que expresan PD-1. Los anti-PD-L1 que se estan
desarrollando son diferentes isotipos de 1gG, y su evaluacion clinica pueden aportar mas datos
sobre las distintas propiedades y el papel de los FcyR en la actividad antitumoral de estos

anticuerpos.®
3.4 Evaluacion clinica

Ipilimumab vy Tremelimumab

Un estudio de referencia demostré que Ipilimumab duplica la supervivencia global de pacientes
con melanoma metastasico previamente tratados. Los pacientes que recibieron Ipilimumab en
monoterapia 0 vacuna de gp 100 en combinacion con Ipilimumab tuvieron una supervivencia
media de 10 meses en comparacion con 4 a 6 meses para los pacientes que recibieron solo la
vacuna de péptido gp100 *°. En un segundo ensayo en fase Ill se compard la terapia con
dacarbazina en monoterapia o frente a Ipilimumab mas dacarbazina, demostrando tasas de
supervivencia significativamente mas altas con esta terapia combinada al afio (47,3% frente a
36,3%) y a los 3 afios (28,5% frente a 17,9%) en pacientes con melanoma metastasico no
tratados previamente. Sobre la base de estos estudios, el Ipilimumab fue aprobado para el
melanoma metastésico en los Estados Unidos y Europa en 2011.

Desafortunadamente Tremelimumab no mostré un aumento significativo de la sobrevida en un
estudio en fase Il que comparaba la respuesta a Tremelimumab frente a decarbazina/
temozolomida en pacientes con melanoma en estadio avanzado %, tal vez debido a la utilizacion
de un Fc que no media citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y el agotamiento de
Tregs 0 quiza a otros aspectos del disefio de los ensayos clinicos. ®

Los efectos antitumorales de Ipilimumab apenas estdn demostrados para canceres distintos del
melanoma y Tremelimumab aln estd en estudios tempranos. El cancer de rifién, pulmén vy
préstata son los mas estudiados. La terapia combinada de Ipilimumab y quimioterapia o
radioterapia han mostrado un pequefio aumento del periodo libre de enfermedad pero sin

impacto en la sobrevida global.

Nivolumab y Pembrolizumab

El primer estudio que evalué un anticuerpo monoclonal anti-PD-1 (Nivolumab) demostro
beneficios a nivel clinico en pacientes con melanoma, cancer renal, NSCLC y cancer colo-
rectal. Analisis inmunohistoquimicos sugerian ademas una respuesta proporcional al nivel de
expresion de PD-L1 en el tumor. A su vez un anti-PD-L1 fue conocido por tener regresiones

tumorales duraderas. Estos hallazgos impulsaron la realizaciéon y desarrollo de estrategias con
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anticuerpos monoclonales anti-PD-1 y anti-PD-L1 con la elaboracién de numerosos ensayos
clinicos, especialmente en pacientes con poca respuesta a los tratamientos quimioterapicos
habituales.’

Un ensayo randomizado entre Pembrolizumab (anti-PD-1) y un agente quimioterdpico en
pacientes con melanoma refractario a Ipilimumab (anti-CTLA-4) demostr6 una PFS
(progression-free survival) mayor en el grupo tratado con Pembrolizumab.*’

Una comparacion randomizada entre el bloqueo de PD-1 y de CTLA-4 en melanoma avanzado,
demostrd una clara superioridad del Pembrolizumab sobre Ipilimumab. Ademas evidencia una
menor tasa de irAE (immune related Adverse Events) que en el tratamiento con Ipilimumab.’
Del resultado de diversos ensayos se podrian obtener ciertas conclusiones sobre el tratamiento:
1) es util en un nuamero considerable de tumores; 2) ciertos tumores tienen baja tasa de
respuesta; 3) la respuesta al bloqueo de PD-1 es mas frecuente cuando en el TME se expresa
PD-L1; 4) la respuesta puede ser duradera; 5) presenta un 10% de irAE comparado con 15-30%
en los pacientes tratados con anti-CTLA-4; 6) si hay recaida de la enfermedad durante la
discontinuacion del farmaco se puede volver a administrar para el control de la enfermedad; 7)

es una terapia segura y efectiva combinable con otras terapias, aumentando la tasa de respuesta.

3.5 Consideraciones clinicas del bloqueo de checkpoints

La experiencia clinica ganada a partir de estudios con anticuerpos anti-CTLA-4 abri6 el camino
para el desarrollo de otros fArmacos y para estrategias de tratamiento, manejo de toxicidad y
evaluacion de la eficacia.

Por un lado, surge la observacion de que algunos tumores pueden tener una regresién mayor y
més duradera luego de una aparente progresion inicial de la enfermedad en tratamiento. El
agrandamiento del tumor medido por exadmenes radiolégicos puede reflejar un crecimiento
tumoral real o deberse a la inflamacion inducida por el farmaco en el sitio tumoral seguido de
una regresion retardada. Este fendmeno determina un desafio en la seleccion de criterios de
valoracion para los ensayos clinicos de farmacos que bloquean los puntos de control
inmunoldgicos. Los investigadores propusieron un criterio de respuesta llamado criterio de

respuesta inmune relacionado (irRC del inglés immune-related response criteria) para capturar

los efectos beneficiosos en la terapia mediante el bloqueo de checkpoints.

Los irRC habilitan la inclusién de nuevas lesiones en la evaluacion total de la carga tumoral sin
que ello se considere una progresion de la misma, requiriendo para su confirmacién, un
seguimiento radioldgico posterior. Los irRC todavia deben establecerse con exactitud. Dado que
la eficacia en el bloqueo con anticuerpos anti PD-1/PD-L1 sigue midiéndose el criterio RECIST
(del inglés Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) se ha propuesto un irRC

unidimensional.?°



21

Por otro lado, aunque el bloqueo de checkpoints inmunolégicos puede significar en beneficios
antitumorales significativos, dado que el efecto no solo aumenta la respuesta inmune tumor-
especifica, pueden ocurrir efectos adversos por la activacion inmunoldgica no especifica. En
este sentido una nueva categoria de irAEs fue reconocida y caracterizada, llevando al desarrollo
de algoritmos para una deteccién precoz y un correcto manejo. °

Los irAEs severos estuvieron en torno al 15-30% en pacientes que recibian anti-CTLA-4. Estos
irAEs se asocian con inflamacion en tejidos normales, tales como intestino, piel, glandulas
endocrinas y fenotipos reensamblados en humanos heterocigotos para CTLA-4 con una
expresion reducida de CTLA-4%°. En pacientes que recibian anti-PD1 la incidencia de irAEs
severos rondo6 el 10% siendo relevante la aparicién de neumonitis puesto que se han descrito
casos de muerte relacionadas al tratamiento contra PD-1. Algunos de estos efectos pueden ser
tratados con inmunosupresores y deben seguir algoritmos establecidos. La inmunosupresion
prolongada requerida para tratar los irAEs desafortunadamente acarrea el riesgo de la
predisposiciéon a infecciones oportunistas. Debido a esto es que se recomienda la profilaxis
contra microorganismos infecciosos tales como Pneumocystis jirovecii, siguiendo la guia
establecida por la National Comprehensive Cancer Network. 2°

La presencia de estos efectos adversos en individuos sin historia previa de autoinmunidad
demuestra que los mecanismos de accion de los anticuerpos anti-checkpoints liberan los
bloqueos de la respuesta inmunoldgica y acentlan la fina linea que existe entre la autotolerancia
y la autoinmunidad.®

Dado que los pacientes con enfermedades autoinmunes no son incluidos en los ensayos de
CTLA-4 y PD-1/PD-L1 no esta claro si presentan mayor tasa de irAEs. Aun asi algunos
estudios vieron que el tratamiento con Ipilimumab no mostrd exacerbaciones inmunolégicas
adversas en pacientes con patologias autoinmunes subyacentes.

Por ultimo, la inmunoterapia beneficia solo a una fraccion de pacientes por lo que hay esfuerzos
para identificar biomarcadores que puedan ser usados para seleccionar los pacientes a tratar.
Los datos obtenidos por analisis de tejido tumoral pueden luego guiar las bases logicas para la
busqueda de marcadores relevantes en la sangre (monitorizacién basada en tejidos).

En el analisis de tumores que requirieron tratamiento con anti-CTLA-4 la diferencia mas
marcada al comparar con los que no recibieron tratamiento, fue un incremento en las células T
que expresan ICOS. El aumento de la frecuencia de LT ICOS+ en el tumor fue acompafiado de
un incremento similar en sangre. Estos datos acoplados a otros estudios demostraron que el
incremento de LT ICOS+ sirve como marcador farmacodinamico del tratamiento con anti-
CTLA-4.*

También un alto namero de Treg, la presencia de IDO vy el perfil genético inmunoactivo se

vieron asociados a un mayor beneficio con Ipilimumab, asi como un aumento en la leucocitosis
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fue encontrado como un marcador farmacodindamico especifico para Ipilimumab, y el
subsecuente aumento linfocitico fue asociado a un aumento en la sobrevida en pacientes con
melanoma.”

En el tratamiento con anti-PD-1/PD-L1, en un principio la expresion de PD-L1 fue elegida
como criterio para seleccionar pacientes. Los datos reportados concluyeron que la respuesta al
Nivolumab no se relaciona de manera directa con los niveles de expresion de PD-L1, de manera
que la determinacion de este no predice de manera eficaz la probabilidad de una buena respuesta
al tratamiento. ®?* Es importante notar que en pacientes en los que el tejido tumoral fue positivo
tanto para PD-L1 como para infiltrado tumoral se observé un aumento de la sobrevida
comparado con pacientes con solo uno de estos dos factores positivos 0 ninguno de ellos. Estos
datos sugieren que la expresién de PD-L1 en el tumor es mas concluyente cuando se observa en
el contexto de una respuesta T activa y que es la capacidad de respuesta de las células T por si
misma y no la expresién de PD-L1 el factor clave. %

Sin embargo la expresion de PD-L1 en algunos tumores es constitutiva y no esta asociada ni a la
infiltracion de células T ni a la induccion por INFy. En estos casos la presencia de PD-L1 puede
guiar el tratamiento. Por ejemplo, el linfoma de Hodgkin expresa PD-L1 y PD-L2 de forma
constitutiva y muestra un 87% de respuesta al tratamiento con Nivolumab.?* De manera
controversial otro estudio mostré una recurrencia en las anormalidades genéticas que codifican
los receptores PD-L1 y PD-L2 en los linfomas Hodking y pronostican una menor respuesta al
tratamiento con anti-PD1. En estos casos se reportd la existencia de un aumento en la expresion
de PD-L1 en un subtipo particular de célula cancerigena. Por lo que la modificacion del receptor
por cambios en el genoma y la aparicion de mecanismos que aumenten su expresion determinan
una menor eficacia terapéutica. °

Otros factores, como las anomalias genéticas, podrian explicar en parte una respuesta
inadecuada y menor eficacia terapéutica generada por la sintesis de un receptor PD-L1 mutado.
Este fendmeno seria mas predominante en cénceres tabaco-dependientes donde se encuentra
aumentada la posibilidad de aparicién de neoantigenos y otras caracteristicas ligadas a un mayor
dafio del ADN.

3.6 Terapia combinada CTLA-4y PD-1.

La mayoria de los antigenos contra el cancer de hoy en dia provienen de genes con alguna
expresion en los tejidos normales, de esta manera la inmunidad antitumoral se relaciona con la
autoinmunidad.

De esta forma se genera la interrogante de si podemos tratar el cancer sin generar enfermedades
autoinmunes severas; utilizando modelos con ratones se tratdé de modular por separado

autoinmunidad de inmunidad contra el cancer.
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El doble bloqueo de CTLA4 y PD1 con Ipilimumab y Nivolumab mostré una mayor efectividad
en pacientes con melanoma y la FDA aprob6 su uso combinado.* Diversos estudios preclinicos
demostraron un aumento en la eficacia terapéutica del uso de la terapia combinada en ratones
con adenocarcinoma de colon y melanoma.? EI melanoma es uno de los tipos de cancer mas
extensamente estudiados con esta terapia; uno de estos combiné Ipilimumab y Nivolumab en el
melanoma avanzado, se realizaron a dosis creciente tanto en simultdneo como secuenciado. Los
resultados mostraron que el régimen simultaneo tenia mayor ORR (40% para todos los
pacientes), sin embargo, también se observd una mayor incidencia de irAEs, potencialmente
reversibles, similares a los presentados en la monoterapia con Ipilimumab. En otro estudio doble
ciego de melanoma no tratado dividié a los pacientes en dos cohortes, una de ellas recibid
Ipilimumab con Nivolumab y otra con placebo, se demostro la eficacia de la terapia combinada

con un ORR de 61% en comparacion con la utilizacién del placebo.’

3.7 Terapias combinadas con otros agentes terapéuticos

En la bibliografia actual hay numerosas publicaciones que estudian los resultados de las terapias
combinando anti-CTLA-4 y anti-PD-1/PD-L1 con quimioterapia, radioterapia y otras
inmunoterapias [Tabla 1]. Dado que los tumores emplean multiples estrategias para escapar de
la inmunidad antitumoral y estas pueden ser diferentes en cada tumor y en cada paciente la
inmunoterapia deberia ser personalizada, identificando el proceso alterado en cada caso para
luego combinar estrategias para vencerlo. ** A continuacién se citan algunos ejemplos de

posibles combinaciones.

CONVENTIONAL THERAPIES INHIBITORY IMMUNE SIGNALS STIMULATORY IMMUNE SIGNALS

Chemotherapy CTLA-4 : ICOS
Radiation PD-1/PD-L1 OX40
Surgery LAG-3 4188
Genomically targeted TIM-3 Vaccines
Ant-anglogenic VISTA Cytokines
Hormonal BTLA Oncolytic virus

Tablal: Lista de algunas terapias convencionales, sefiales inhibidoras y sefiales estimuladoras
qgue pueden ser consideradas como estrategias combinadas para promover respuestas
antitumorales y beneficios clinicos duraderos.

4-1BB

El 4-1-BB se expresa en la membrana de linfocitos T y NK activados, pero no en linfocitos en
reposo. Se ha detectado también su expresion en células dendriticas y en granulocitos. La
funcion principal de esta proteina parece ser coestimular la proliferacion y favorecer la
supervivencia de linfocitos T activados por antigeno. Tiene un unico ligando denominado

CD137-Ligando, que se expresa en la membrana de células presentadoras de antigeno activadas
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(células dendriticas, células B y macrofagos).”® Se plantea que el uso de una terapéutica
combinada entre el CTLA-4y el 4-1BB mejora la inmunidad antitumoral y reduce los efectos de
autoinmunidad. Esto es debido a que el anticuerpo anti- 4-1-BB reduce la produccion de
autoanticuerpos contra el CTLA-4 y también demostr6 que el efecto de la combinacién de
anticuerpos era dependiente del agotamiento de los LT CD8+. Los autores plantean que la
supresion de la autoinmunidad por parte de la terapia combinada se deba a la modulacién de la
actividad de los Treg, aumentando su actividad.”” Es en este contexto que se planted realizar
pruebas en ratones para ver el efecto de la terapia combinada en la activacion de LT CD8 y su
papel en la inmunidad antitumoral; para el experimento se utiliz6 ratones a los cuales se les
habia inyectado Mc38 (células de cancer de col6n). Horas después de la inoculacion se les dio el
tratamiento con anticuerpos. Separandolos en dos poblaciones, una con anticuerpos
monoclonales anti-CTLA-4 y otra poblacion con terapia combinada CTLA-4; 4-1BB. Se los
control6 en los dias 2, 9 y 16. Los resultados mostraron que la terapia con CTLA-4 redujo el
tamario tumoral en 4,6mm2 (P=0.0094).

Mientras que la combinacion CTLA-4; 4-IBB redujo el tamafio del tumor en
promedio 8,4 mm2 (P=0,0006). Estos resultados permitieron concluir que la terapia combinada
de CTLA-4 con 4-IBB genera una reduccion significativamente mayor del tamafio tumoral en
comparacién con CTLA-4 en monoterapia. También permite concluir que la terapia combinada
reduce en mayor medida la velocidad de crecimiento tumoral.

1IL-2

La capacidad de la interleucina-2 (IL-2) para expandir las células T con el mantenimiento de la
actividad funcional se ha traducido en las primeras inmunoterapias de cancer humano eficaces
reproducibles. El crecimiento de grandes cantidades de linfocitos infiltrantes de tumor con
actividad antitumoral in vitro de la IL-2 ha conducido al desarrollo de terapias de transferencia
de células que son altamente eficaces en pacientes con melanoma.”®

El CTLA-4 inhibe la transcripcion de IL-2 en los linfocitos CD4+. Cuando es blogueado con
Ipilimumab, reduce un subconjunto de células T CD4+ que expresan Lag 3, ICOS, IL-10y Egr2
(del inglés early growth response gene-2) con un aumento concomitante de Teff productoras de
IL-2 que pierden la expresion de FoxP3. La neutralizacién de IL-2 mediante el blogueo de las
subunidades o y B del receptor de IL-2 (IL-2Rap) CD25 y CD122 respectivamente, mejora la
relacion Teff/Tregintratumoral. Es por esto que el efecto antitumoral del bloqueo de CTLA-4
depende de la IL-2 y su receptor (IL-2Rop). %

La inmunoterapia del cancer con IL-2 ha demostrado control de la enfermedad a largo plazo en
el carcinoma metastasico de células renales y melanoma maligno. Con la introduccion de

nuevos inhibidores de quinasas, moléculas inmunomoduladoras, citoquinas y las vacunas para el
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tratamiento de cancer existe un mayor interés en la combinacion de estas estrategias terapéuticas
con IL-2. %

IDO

En el melanoma se observd a IDO como contribuyente potencial de inmunosupresion. La
inhibicion farmacolégica de IDO con 1MT (del inglés 1-methyl-tryptophan) ha demostrado que
resulta en la respuesta antitumoral dependiente de célula T en modelos de raton. La eliminacion
del tumor con terapia combinada de anti-CTLA-4 y 1MT esta asociada con una mejor
infiltracion de CD8+ y CD4+T en el tumor.?

1ICOS

Estudios en modelos de raton mostraron una pérdida de eficacia en el bloqueo de CTLA-4 en
ausencia de ICOS indicando una importancia critica en la presencia de esta molécula para los
efectos terapéuticos de los anticuerpos anti CTLA-4. Se ha observado que dando una sefial
agonista a ICOS sumado a un anti-CTLA-4 aumenta la eficacia 4 a 5 veces mas que con anti-
CTLA-4 en monoterapia.* Asi ICOS es un nuevo blanco para estrategias de inmunoterapia
combinada. Anticuerpos para ICOS estan siendo desarrollados para evaluacion clinica.?
CAR-T

Otra terapia combinada que se ha desarrollado utiliza las herramientas de ingenieria genética
para crear células T con modificaciones en el receptor llamadas CAR-T (chimeric antigen
receptor T) que secreten inmunomoduladores humanos como PD-L1. Esto permite modificar el
microambiente disminuyendo el agotamiento de las células T en la region del tumor. En este
estudio clinico con pacientes con carcinoma de células renales las CAR-T son dirigidas a la
enzima CAIX, seleccionada por su expresion en distintos tipos de tumores hipdxicos s6lidos.*
Radioterapia

Actualmente la radioterapia es requerida para el tratamiento de multiples canceres. Un estudio
combind el tratamiento anti-CTLA-4 con radiacion y encontrd una mayor regresion tumoral en
los irradiados frente a los no irradiados®. Sin embargo se observé el desarrollo de resistencia,
que se atribuyé a la regulacion en mas de PD-L1 asociada al agotamiento de los LT. Debido a
esto la respuesta Gptima del tratamiento con radiacion mas anti-CTLA-4 se consigue agregando
un agente anti-PD-1/PD-L1.

La radiacion aumenta el repertorio de TCR en las células intratumorales por lo que junto al
blogueo de CTLA-4 que promueve la expansion linfocitaria, moldea el repertorio TCR de los
colones periféricos expandidos y ademas el bloqueo de PD-L1 revierte los LT agotados. En este
estudio se observaron resultados similares en melanoma tanto en ratones como en humanos
demostrando que la combinacion promueve la respuesta y la inmunidad por mecanismos no

redundantes.
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3.8 Otras terapias

El estudio de CTLA-4 y PD-1 como blancos terapéuticos contra el cancer ha incentivado el

descubrimiento de otras moléculas coinhibidoras que permiten el estudio de nuevas terapias

alternativas [Fig.8]. Muchas de éstas son coexpresadas con PD-1 en las células T tumorales,

incluso se considera que aquellas que expresan un mayor nimero de éstas moléculas son méas
disfuncionales que las

que expresan solamente
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Algunos ejemplos de estas moléculas son:

e LAG-3 (Lymphocyte Activation Gene 3)
El Gen de Activacién Linfocitaria es un ligando homologo al CD4, que une, ain con mayor
afinidad que éste, a moléculas MHC 1, y regula negativamente la proliferaciéon y funcion de los
linfocitos T. Estudios preclinicos han demostrado que el blogueo de ambas vias de forma
sinérgica logra mejores resultados que el bloqueo Unico, con una remision del 80% versus 15%
respectivamente.®

e TIGIT (Célula T Inmunoglobulina y Dominio ITIM)
Es un receptor coinhibidor perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas. EI TIGIT ejerce
mecanismos supresores por distintas vias, entre ellas induce la produccion por células
dendriticas de IL-10 e inhibe la de IL-12. Inhibe la activacion de linfocitos CD4+ y CD8+ y
regula la tolerancia celular al actuar sobre las células T autorreactivas y los Treg.
La combinacion de ésta molécula con PD-1 ha demostrado un aumento de la proliferacion,
produccidn de citocinas y antigenos tumorales especificos por parte de los CD8+ en estudios in
vitro, esto lleva a la conclusién que la terapia combinada permite limitar la inmunidad tumoral,
y mejorar la regresion tumoral y sobrevida, esto sumado a un menor nimero de efectos
adversos, en contraste con la monoterapia'8

e VISTA (V-Domain Immunoglobulin-Containing Suppressor of T Cell Activation)
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Es un receptor perteneciente a la familia de inmunoglobulinas, homélogo a PD-1, que se
expresa en linfocitos CD4+, CD8+ y en algunos subtipos de monocitos, neutréfilos y células
dendriticas. Tiene funciones inhibitorias sobre linfocitos T que regulan la activacién y
tolerancia, y sobre las células presentadoras de antigeno.?
e TIM-3 (T Cell-Immunoglobulin—~Mucin Domain 3)

Es un receptor de la familia de proteinas TIM. Debido a que TIM-3 puede mediar el
reconocimiento y la fagocitosis celular su mecanismo de accion es diferente al de las demés
moléculas mencionadas. Sin embargo, los puntos de bloqueo en la terapia monoclonal adn no

estan bien dilucidados.?

Conclusiones

La falta de una respuesta inmunitaria eficaz y los mecanismos de evasion de las células
tumorales contribuye al desarrollo y progresion tumoral.

La Inmunoterapia tiene actividad potencial en diferentes tumores al actuar sobre el sistema
inmune y no directamente sobre las células tumorales. El blogueo de los checkpoints
inmunoldgicos mediante los AcMo se asocia a una respuesta antitumoral de larga duracién y la
capacidad de adaptacion inmune, y la memoria ofrece la posibilidad de supervivencia a largo
plazo.

Estos AcMo han demostrado resultados prometedores en los ensayos clinicos llevados a cabo
hasta el momento, como agentes para tratar a los pacientes con melanoma metastasico
irresecable. Se estan realizando nuevos estudios a fin de confirmar estos datos y para evaluar su
eficacia en el tratamiento de otros tumores, ya sea como agentes (nicos o0 en combinacion con
otros farmacos.

La posibilidad de combinacién entre los diferentes Ac monoclonales (doble bloqueo de
checkpoint CTLA4 y PD1), asi como la combinacion con radioterapia y algunas drogas ha
mostrado mayor beneficio en la respuesta al tratamiento y mejor prondstico en comparacién con
los que recibian monoterapia.

De su uso en la préctica clinica se desprenden tres grandes observaciones, en primer lugar no
todos los individuos se benefician igual de la terapia y es necesario encontrar parametros que
pronostiquen quienes son candidatos a esta. Por otro lado, no se pueden usar scores habituales
para evaluar la respuesta a este tratamiento. Por Gltimo, la aparicion de efectos adversos llevd a
la realizacion de algoritmos para su rapida identificacion y solucion.

La recuperacion de la respuesta inmune del ambiente tumoral supresor a traves del blogueo de
checkpoints es el inicio de una nueva inmunoterapia contra el cancer, y como fue mencionado
en esta revision, se estan realizando numerosos estudios que permitiran encontrar nuevos puntos

de control inmunolégico, y de esta forma desarrollar mas terapias especificas.
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ANEXOS

ABREVIATURAS
AcMo: Anticuerpo monoclonal

ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Ag: Antigeno

APC: Celulas presentadoras de antigenos (del inglés antigen-presenting cell)

BCR: receptor de linfocito B (del inglés B-cell receptor)

CTL.: linfocito T citolitico (del inglés Citolytic T Lymphocyte)

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio (del inglés Damage-associated molecular
patterns)

DC: célula dendritica (del inglés dendritic cell)

Egr2: del inglés early growth response gene-2

IDO: indoleamine-2,3-dioxygenase

irAEs: Efectos adversos relacionados a la inmunidad ( del inglés immune related Adverse
Events)

irRC: criterio de respuesta inmune relacionado (del inglés immune-related response criteria)
LT: linfocito T

MDSCs: células supresoras mielociticas (del inglés Myeloid-derived suppressor cells)

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés major histocompatibility complex)
NK: natural killer.

PAMPs: Patrones moleculares asociadas a microorganismos patégenos (del inglés Pathogen-
associated molecular patterns)

PFS: (progression-free survival)

PRR: Receptores para el reconocimiento del patrén (del inglés Pattern recognition receptor).
RECIST: del inglés Response Evaluation Criteria In Solid Tumors

RIA: Respuesta Inmune Adaptativa

RII: Respuesta Inmune Innata

TCR: Receptor de linfocito T (del inglés T-cell receptor)

TILs: Linfocitos infiltrantes-tumorales (del inglés Tumor-Infiltrating Limphocyte)

TME: Microambiente tumoral (del inglés Tumor MicroEnvironment)

VEGF: del inglés Vascular Endothelial Growth Factor.
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