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RESUMEN

El cancer es responsable de mas de 8 millones de decesos anuales a nivel mundial, siendo la
segunda causa de muerte entre enfermedades no transmisibles. Es por ello que la investigacion
oncoldgica adquiere gran relevancia para optimizar los tratamientos existentes y desarrollar
nuevas estrategias. Los tratamientos actuales si bien son eficaces en determinadas situaciones, lo
hacen bajo un alto costo/beneficio y muchas veces tienen una finalidad Gnicamente paliativa.
Esta revision se centra en describir los avances de la terapia génica antitumoral como alternativa
terapéutica innovadora. La terapia génica se basa en la introduccion de material genético en
células diana del organismo empleando vectores especificos con fines terapéuticos. Actualmente
se han aprobado tres tratamientos génicos contra el cancer: Gendicina, Oncorine y T-VEC.
También existen estrategias en desarrollo, donde se destacan los sistemas T-CAR como mas
prometedores. La Gendicina consiste en el gen p53 asociado a un vector de origen adenoviral y
fue el primer farmaco aprobado para su uso clinico en tumores escamosos de cabeza y cuello.
Dentro de la viroterapia oncolitica se destacan Oncorine y T-VEC, siendo ambos disefiados para
destruir selectivamente células tumorales. Oncorine deriva de un adenovirus modificado
estratégicamente para que replique en células que carecen de p53, mientras que T-VEC deriva
un virus del herpes recombinante capaz, tanto de destruir células tumorales, como de generar
una respuesta inmune anti-tumoral sistémica. T-VEC fue aprobado por la FDA para el
tratamiento de melanoma en 2015. Estas terapias han demostrado su mayor eficacia combinadas
con tratamientos convencionales. Por otro lado, los sistemas T-CAR constan de un anticuerpo
guimérico contra antigenos tumorales especificos introducidos con vectores de terapia génica en
células T y han demostrado hasta 90% de eficacia en ensayos clinicos contra canceres
hematolégicos. Los resultados obtenidos hasta la fecha auguran un futuro prometedor para la

terapia génica del cancer.
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INTRODUCCION

La patologia oncol6gica es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En nuestro
pais es la segunda causa de muerte con cifras promedio de 8 mil muertes anuales en la Gltima
década, unicamente superada por las causas cardiovasculares (1). El cancer ha sido descrito
desde la antigliedad y se han realizado innumerables esfuerzos para desarrollar terapias que
puedan mejorar la sobrevida y curar esta enfermedad. A partir de esta necesidad médica y
considerando que las opciones terapéuticas convencionales son fuente de preocupacion por sus
graves efectos toxicos, surge la terapia génica como un tratamiento innovador y con horizontes
prometedores. Esta se basa en la introduccion de material genético (ADN o ARN) en células
diana del organismo con la finalidad de restablecer una funcion defectuosa, introducir una nueva
funcion o cesar una actividad no deseada, obteniéndose de esta manera un efecto terapéutico.
Para el tratamiento del cancer se han empleado multiples estrategias, incluyendo la introduccion
de genes supresores de tumor, la transferencia de genes “suicidas™ o que codifican proteinas con
funcion anti-angiogénica, hasta distintas estrategias de inmunoterapia génica y viroterapia

oncolitica.

La terapia génica evoluciona a partir de la observacion inicial de que las enfermedades mono-
génicas hereditarias son causadas por la herencia de un gen funcionalmente defectuoso, y en
teoria, estas podrian curarse con la insercion y posterior expresion de una copia normal del gen
defectuoso. En sus comienzos, la terapia génica fue utilizada para el tratamiento de
enfermedades hereditarias como la deficiencia congénita de Adenosindeaminasa o la fibrosis
quistica. Si bien los primeros resultados clinicos distaron de lo esperado, representaron un
avance crucial al demostrar que era posible la transferencia de material genético exdgeno a
células del organismo empleando un virus como vector. Para el afio 1995 hubo un crecimiento
exponencial en el interés de los investigadores en esta terapia y se lograron aprobar cerca de 100
ensayos clinicos por la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos.
A finales de los 90 y comienzo del nuevo siglo se dan los primeros informes de éxito en
enfermedades genéticas como la inmunodeficiencia severa combinada (SCID-X1). Hoy en dia
casi dos terceras partes de los ensayos clinicos mundiales sobre terapia génica se centran en el
cancer (Figura 1). Hasta 2015 se realizaron 1415 ensayos en méas de 30 paises, lo que permite

ver el enorme crecimiento de estas terapias en el campo oncologico.



Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials (\%"g

Cancer diseases 64% (n=1415)
Monogenic diseases 9.5% (n=209)
Cardiovascular diseases 7.9% (n=175)
Infectious diseases 7.9% (n=174)
Neurological diseases 1.9% (n=43)
Ocular diseases 1.4% (n=31)
Inflammatory diseases 0.6% (n=14)
Other diseases 2.1% (n=46)

Gene marking 2.3% (n=50)

Healthy volunteers 2.4% (n=53)
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Figura 1. Ensayos clinicos de Terapia Génica en 2015. Obtenido de The Journal of Gene Medicine, 2015,

Jobn Wiley and Sons Lzd.

La OMS define el cancer como “un término genérico que designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo (...). Una caracteristica del
cancer es la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, proceso
conocido como metastasis” (2). En el afio 2012 se registraron aproximadamente 8,2 millones de
muertes por esta enfermedad en el mundo (2)(3). En nuestro pais el cancer es responsable de un
23,8% de los decesos anuales segun cifras del afio 2010, registrandose un promedio de 7.859
muertes/afio en el periodo 2006-2010 (1). La incidencia de esta patologia registrada en el
Registro Nacional del Céncer en el periodo 2006-2010 fue de 74.277 casos incidentes de
tumores malignos, aproximadamente 14.855 casos nuevos cada afio (1). En la Figura 2 podemos
observar la ubicacién relativa de Uruguay en el contexto internacional. La estimacion de tasas
de incidencia estandarizadas por edad del cancer en general (a excepcién del cancer de piel no
melanoma) reflejado que nuestro pais ocupa el quintil de mayor incidencia, confirmando la

importancia del problema en el perfil sanitario del pais (3).
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Figura 2. Incidencia de Cdncer segrin sexo y pais.

Obtenido de International Agency for Research on Cancer, GLOBOCAN 2012, OMS.

Se considera al cancer como una enfermedad de base genética, ya que los mecanismos por los
cuales se inicia este proceso son mutaciones del ADN y cambios epigenéticos como el aumento
focal de la metilacion del ADN vy las alteraciones de las histonas, que pueden deberse a
mutaciones adquiridas en los genes que regulan estos cambios (4). Se define mutacién como
aquellos cambios permanentes en la secuencia de ADN que determinan un dafio genético no
letal para la célula. Estas pueden ser adquiridas, siendo estas las mas frecuentes, ya sea por
agentes ambientales o producidas de forma espontanea. También existe el llamado sindrome de
predisposicion hereditaria donde estas mutaciones son heredadas a través de la linea germinal.
Los tumores malignos en la mayoria de los casos se forman a partir de la expansion clonal de

una célula transformada, es decir, que en un inicio la mayoria de los tumores son monoclonales.



Esta transformacién estd dada por cambios genéticos y epigenéticos, que se acumulan
constituyendo el proceso de carcinogénesis. Estos cambios conducen a la transformacion
maligna y a la progresién de dicho tumor. Por lo tanto, en la evolucion de dicho proceso la
poblacién tumoral deja de ser monoclonal, ya que las células van adquiriendo caracteristicas que
las diferencian a las unas de las otras constituyendo mdltiples clonas celulares, por lo que
decimos que son policlonales o heterogéneos (4). Las alteraciones fenotipicas de las células
tumorales van a determinar cambios morfoldgicos y funcionales. A nivel funcional existen 6
grandes caracteristicas que generan que estas células puedan sobrevivir, crecer y diseminarse en

el organismo; y que son distintivas de las células cancerosas (Figura 3A) (5):

1. Son capaces de evadir el sistema inmune, evitando ser reconocidas y eliminadas por
dicho sistema del huésped.

2. Presentan autonomia e independencia en lo que al crecimiento y replicacion respecta,
es decir, que no necesitan de las sefiales extracelulares para llevar a cabo dichos
procesos.

3. Lareplicacion es ilimitada, ya que existe una alteracion que esta dada por la presencia,
en el 90% de los casos, de una enzima llamada telomerasa que impide el acortamiento
del telémero. En condiciones normales esta enzima se encuentra Unicamente en las
células germinales.

4. Existe en estas células una insensibilidad a los factores inhibitorios del crecimiento, lo
gue hace que puedan proliferar en presencia de estimulos frente a los cuales células
normales no lo harian.

5. Se estimula la capacidad de formacion de neovasos (angiogénesis) con lo cual se
mantiene el aporte de nutrientes a la masa tumoral favoreciendo su crecimiento. Por otra
parte, esta angiogénesis permite a células que se desprenden de la masa tumoral
primaria migren por el torrente sanguineo a sectores alejados, pudiendo determinar la
metastasis.

6. Lainvasion y metastasis, por via sanguinea y/o linfatica, se considera como el principal

causante de morbilidad y mortalidad por cancer.
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Figura 3. Caracteristicas distintivas del cancer. A. Propiedades adguiridas por la mayoria de las células tumorales.

B. Factores que determinan la progresion tumoral.

Obtenido de Hanaban D, Weinberg RA; The Hallmarks of Cancer. Cell. 2000 y 2011.

Los principales grupos de genes involucrados en el desarrollo de cancer se pueden dividir en:
oncogenes, supresores de tumor, reparadores del ADN y genes reguladores de la apoptosis.
Normalmente ejercen su funcidn ya sea activandose como inactivandose. En la célula normal se
encuentran proto-oncogenes que estimulan el crecimiento y la diferenciacion celular. Existen
cambios en la estructura del gen o en la regulacion de su expresion que determinan una
sobreactivacion patoldgica del mismo, transformandose en oncogenes. En el caso de los genes
supresores de tumor codifican proteinas que participan en el control del ciclo celular, la
regulacion de la apoptosis, y si las condiciones no son las adecuadas para la division detienen el
proceso, es decir, impiden el crecimiento descontrolado. Se los puede clasificar en 2 grandes
grupos: “gobernadores” y “guardianes”. Dentro de los gobernadores encontramos al gen del
retinoblastoma (RB), un supresor tumoral clasico que actia como freno del ciclo celular. Por el
lado de los ““guardianes” encontramos el gen p53, frecuentemente alterado en células tumorales
(hasta 70% de los casos). La proteina codificada por este gen posee la funcion de detener el
ciclo celular y reparar el ADN, y cuando el dafio es demasiado grande como para ser reparado
induce la apoptosis. En condiciones normales el ADN sufre mutaciones inducidas por factores
ambientales (radiaciones ultravioletas, carcindgenos del tabaco, dieta, etc.) o debidas a errores
en la replicacién; es aqui donde los genes reparadores del ADN cumplen su rol. Si estos genes
se encuentran activos, como normalmente sucede, reparan las mutaciones. Sin embargo, si se

encuentran inactivos se acumulan mutaciones en cualquier gen celular, como sucede en los




oncogenes, por ejemplo, y de esta manera se desencadena la llamada inestabilidad genémica
que favorece la transformacion maligna de dicha célula. La apoptosis es regulada a nivel
genético por genes promotores y genes inhibidores de la misma, encontrandose normalmente en
equilibrio. Cuando este balance se inclina hacia los genes anti-apoptéticos se favorece la
transformacion maligna (4). En el proceso de progresion y metéstasis también intervienen

modificaciones en el microambiente tumoral (Figura 3B).

Actualmente las estrategias terapéuticas oncoldgicas son multidisciplinarias, integran y adaptan
intervenciones quirdrgicas, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y hormonoterapia. La
extirpacion quirargica es el tratamiento fundamental, ya que es con el que se obtienen los
mejores resultados. Radioterapia, quimioterapia y hormonoterapia constituyen los tratamientos
pre y post quirdrgicos en la enfermedad localizada. En los pacientes con metéstasis, las terapias
médicas ocupan la primera linea, mientras que la radioterapia y procedimientos quirdrgicos son
complementarios (6). La inmunoterapia, basada en la estimulacion del sistema inmune del
huésped contra las células tumorales, ha significado un gran avance en el desarrollo de nuevos
tratamientos contra el cancer. Sin embargo, la poca respuesta de algunos tumores a las

estrategias actuales hace necesario encontrar nuevas alternativas.

La terapia génica tiene como finalidad la inclusion de material genético, a través de un vector,
en células diana del organismo con el fin de restablecer una funcién celular que esta ausente o
alterada, inhibir la expresion de genes o generar la sintesis de proteinas con objetivos
terapéuticos. Se utiliza tanto para tratar enfermedades monogénicas hereditarias, por ejemplo
hemofilia, como para tratar patologias con causa multigénica, como lo es el cancer, u otras que
no son genéticas, por ejemplo las cardiovasculares (7)(8). La terapia génica es una alternativa
novedosa para el tratamiento de las enfermedades, y tiene un futuro interesante, manifiesto por
el creciente nimero de investigaciones dirigidas al desarrollo de estrategias que permitan

ampliar el rango y optimizar al maximo su aplicacion en Medicina.

Los desafios clinicos de la terapia génica incluyen: incorporar la cantidad de material genético
suficiente que se requiera para corregir una deficiencia en un tejido o en las células del
organismo, que perdure por el tiempo necesario y que genere el efecto terapéutico deseado con

minimos efectos secundarios o desventajas.



Existen dos formas en las que el material genético se puede introducir dentro de la célula a la
que se quiere modificar. Uno de ellos consiste en administrar directamente en el organismo el
vector con el material genético para que éste ingrese a la célula objetivo; a esta estrategia se
conoce como terapia génica in-vivo (9). Por otro lado, existe la posibilidad de extraer las células
diana del cuerpo, cultivarlas e integrar el material génico en el cultivo celular, y posteriormente
devolver las células modificadas al organismo para que cumplan con su funcidn; esta estrategia
se conoce como terapia génica ex-vivo (7). Ambas estrategias se representan en la Figura 4. En
ambos casos, para poder introducir el material genético en las células se utilizan vectores que

actlian como “vehiculos”.

IN VIVO

?

Figura 4. Modelo in-vivo y ex-vivo de terapia génica.

Extraido de:

http://stemcells.nih.gov/info/2001report/pages/chapter

Los vectores utilizados pueden clasificarse en vectores virales y no-virales. Los virales derivan
de virus modificados capaces de llevar el material genético, introducirlo en la célula de interés y
lograr alli una expresion génica con eficiencia. Para transformarlos en vectores, a los virus
originales se ha extraido del genoma las secciones que le confieren su efecto patdgeno (10). Los
vectores virales mas utilizados proceden de: Retrovirus, Herpes virus, Adenovirus y Lentivirus
(Figura 5). Ademas, los vectores virales pueden ser divididos en dos categorias, los integrativos

y los no integrativos.
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Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials

(5

Adenovirus 22.2% (n=506)
Retrovirus 18.4% (n=420)
Naked/Plasmid DNA 17.4% (n=397)
Vaccinia virus 7.2% (n=165)
Adeno-associated virus 6% (n=137)
Lipofection 5% (n=115)

Lentivirus 5% (n=114)

Poxvirus 4.4% (n=101)

Herpes simplex virus 3.2% (n=73)
Other vectors 7.6% (n=174)
Unknown 3.3% (n=76)
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Figura 5. Vectores utilizados en terapia génica.

Obtenido de The Journal of Gene Medicine, 2015 John Wiley and Sons Lzd.

Los primeros son aquellos que logran integrar su material genético dentro del genoma de la
célula huésped. Los no integrativos no realizan este proceso, sino que su material genético
simplemente se introduce en la célula y se expresa de forma episomal. Los diferentes tipos de
vectores virales presentan beneficios y desventajas, asi es que se selecciona cada uno
dependiendo del tipo de patologia a tratar, gen a insertar y célula objetivo. Por ejemplo, para los
casos de enfermedades monogénicas hereditarias es conveniente tener un vector que logre
integrarse el genoma para que el efecto perdure en el tiempo. En cambio, para el cancer, no
siempre sera necesario que sean vectores virales integrativos ya que un objetivo es la lisis
celular.

Los vectores virales también se pueden clasificar en replicativos y no replicativos. Los
replicativos son aquellos capaces de replicarse dentro de la célula y cumplir con su ciclo viral,
que normalmente termina con la destruccion celular. Los no replicativos no tienen esta funcion
y por lo tanto solo depositan el material genético en la célula objetivo. Los vectores replicativos
han tenido mucho desarrollo en el area de oncolisis ya que son capaces de ingresar la célula
tumoral, replicarse, destruir a esta célula e infectar a las adyacentes. Asi se logra la perpetuacién
del ciclo litico especifico para el tumor. Los vectores virales son muy diversos y de diferentes
familias y se seleccionan de acuerdo al objetivo buscado.

Para terapias in-vivo se utilizan generalmente vectores virales no integrativos, que pueden ser o
no replicativos. En la terapia ex-vivo se utilizan generalmente vectores virales integrativos no
replicativos. En cuanto a los vectores no virales se han realizado investigaciones utilizando
plasmidos vehiculizados con liposomas y/o unidos a un ligando especifico para la célula

huésped. También se han empezado a desarrollar vectores sintéticos realizados a partir de
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polimeros (11). Si bien los vectores no virales tienen como desventaja su baja eficiencia en la
introduccion de material genético a las células diana, para algunas aplicaciones pueden ser

beneficiosos, ya que en general no son inmunogénicos.

Para la terapia génica del cancer, se han utilizado diversas estrategias, con vectores virales y no
virales, tanto in-vivo como ex-vivo, buscando disminuir el tumor primario y sus metastasis. Las
estrategias utilizadas se centran en la lisis de células tumorales (incluyendo la oncolisis viral), la
activacion de la respuesta inmune, la inhibicion de la angiogénesis tumoral, la correccion de
defectos genéticos, las terapias potenciadoras de quimio y radioterapia, y la activacion de
profarmacos empleando los Ilamados genes suicidas. Los virus oncoliticos son aquellos agentes
virales que pueden replicarse selectivamente en células tumorales, destruyéndolas y generando
nuevos agentes con la misma capacidad infectiva para células neoplésicas adicionales. En este
caso, los virus empleados pueden infectar células normales pero no pueden replicarse en ellas
(12). Este tipo de terapia recibe el nombre de viroterapia y su finalidad es curar completamente
0 generar remisiones en tumoraciones oncologicas, actuando directamente como un agente
antitumoral (13). La estrategia oncolitica actla a través de la infeccion de la célula tumoral,
replicacién viral especifica y posterior lisis. Pero en paralelo esta estrategia también puede
generar la induccién de inmunidad antitumoral, sensibilizacion a terapias tradicionales y se

puede combinar con la expresidn de genes antitumorales adicionales (14).

Por otro lado, se han desarrollado estrategias de inmunizacién activa para inducir los
componentes celulares del sistema inmune e incrementar su capacidad para reconocer los
antigenos tumorales en las células malignas. Esta estrategia solo es efectiva para tumores que
expresen antigenos tumorales especificos y es dificil la eleccion del blanco molecular, pero se
han demostrado buenos resultados en estudios en donde se activaron varios componentes del
sistema inmune, generando una adicidon de efectos positivos (15).

La anti-angiogénesis también ha sido objetivo de esta herramienta terapéutica, enfocandose en
la inhibicidn de la irrigacion tumoral, mediante la utilizacién de genes que codifican y expresan
endostatina y/o inhibidores del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG). La correccion
de defectos genéticos se basa en la premisa de que en las células tumorales hay alteraciones de
proto-oncogenes, genes supresores de tumor y genes reparadores de ADN. Por ejemplo, el gen
p53 se encuentra mutado en gran parte de los tumores y se puede restablecer con la introduccion

de dicho gen transportado en un vector adecuado (16).
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La terapia suicida, o activacion de profarmacos, se centra en el empleo de genes con capacidad
de transformar un producto no téxico en otro toxico capaz de inducir la muerte de la célula
tumoral. Con esta estrategia también se ha descubierto la posibilidad de eliminar las células que
rodean a la célula que incorpora el gen suicida, por un fendémeno llamado bystander,
caracterizado por la difusion del producto toxico a las células vecinas. Un ejemplo de este
sistema es esta compuesto por el gen timidina quinasa del herpes virus simple, que transforma el
profarmaco ganciclovir en un producto téxico que inhibe la ADN polimerasa, frenando la
replicacion del ADN en células que estén dividiéndose activamente y llevando a la muerte de
estas células (17).

Por otra parte, las aplicaciones de terapia génica en cancer se pueden combinar con tratamientos
convencionales como la quimioterapia y la radioterapia, generando un efecto sinérgico y

mejorando los resultados de dichos tratamientos por separado.
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GENDICINA

La Gendicina fue el primer producto de terapia génica aprobado y comercializado para su uso
clinico en el afio 2004. Fabricado por el laboratorio chino Shenzhen SiBiono GeneTech, en el
afio 2003 fue aprobado por la State Food & Drug Administration (SFDA) de China (18) y
obteniendo el reconocimiento de las hormas de correcta fabricacion (NCF) catapultandose asi al
mercado internacional. Su uso fue aprobado para tumores de estirpe escamosa de cabeza y
cuello (HNSCC), tanto en monoterapia como en combinacién con quimioterapia y radioterapia.
Existen otros productos similares como el Advexin y el SCH-58500 con origen en Estados
Unidos que utilizan el mismo mecanismo, pero que ain no han sido aprobados para su uso
clinico (19).

Mecanismo de accion:

Este tratamiento se basa en la introduccion de un gen p53 humano en las células cancerigenas,
para lo cual se utiliza como vector el serotipo 5 de un adenovirus modificado. En este virus se
sustituyd el gen viral de la proteina E1 por el gen p53 salvaje humano, impulsado por un
promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV) con una cola poli-A de una hormona de
crecimiento bovina (BGH). Este vector adenoviral de primera generacion (Adp53) no se integra
al ADN celular y esta limitado a un unico ciclo de infectividad ya que es muy inmunogénico, lo
gue supone una ventaja adicional al sistema para su aplicacién (Figura 6).

En las células normales el gen p53 se expresa a bajas concentraciones y aumenta su expresion
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Fignra 6. Introduccion del gen en la célula blanco mediante un vector derivado de Adenovirus.

Obtenido de U.S. Medicine Library
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cuando el ADN celular sufre algun tipo de injuria. La proteina P53 es capaz de detener el ciclo
celular para que de esta manera se repare el dafio en el ADN, o si el dafio es demasiado extenso,
se activa el proceso de muerte celular denominado apoptosis. Se ha observado que esta proteina
puede estar ausente o es aberrante hasta en el 70% de las neoplasias malignas. Han sido
reportadas mas de 25.000 mutaciones del gen supresor tumoral p53(20). El hecho de que esté
mutado no significa necesariamente que dé lugar a una proteina inactiva, sino que algunas
mutaciones pueden dar lugar a una proteina activa que colabora a la malignidad del tumor (21).
Una vez que el Adp53 es inyectado en el tumor, el vector infecta a las células blanco del mismo
y entrega el genoma de este virus portando el gen terapéutico del p53. De esta manera el gen del
p53 se introduce al nucleo celular listo para su trascripcion.

Las acciones antitumorales del p53 son variadas y pueden ser multifactoriales. La apoptosis es
desencadenada por dos mecanismos independientes y simultineamente activados, uno
dependiente de la trascripcion dentro del nicleo y otro independiente de esta trascripcion que se
da dentro de las mitocondrias (22)(23)(24). En conjunto, hay una inhibicion de la reparacion del
ADN vy de los procesos anti-apoptéticos (25). También existe una estimulacion del sistema
inmune activando a células NK (26). Otra accién importante es la regulacion a la baja de la
expresion de MDR-1(21), sensibilizando las células tumorales ante la quimio y radioterapia;
también disminuye la expresion del gen del crecimiento vascular (VEGF) (27), la captacion de
glucosa (28) y produccién de ATP (29) y por lo consiguiente la nutricion del tumor. Afecta la
expresion de la metaloproteinasa de matriz (MMP) para suprimir la adhesion celular, la
infiltracién y la metéastasis (30). Existe también un bloqueo de la transcripcién de sefiales de
supervivencia en las células tumorales (31), inhibiendo asi el crecimiento de las mismas en

cualquier fase del ciclo.

Por otro lado, una vez inyectada la medicacion Adp53 en el tumor, el adenovirus desencadena
una fuerte respuesta inmunoldgica, con un gran infiltrado linfocitario y la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias. De esta manera se ponen en marcha la respuesta humoral, celular y
el reclutamiento de las células NK aumentando la efectividad para eliminar las células del
tumor. Por lo tanto, la accion terapéutica de Gendicina esta determinada tanto por el producto

del gen p53, como por el vector viral empleado para su administracion celular.

Seguridad:

El serotipo 5 de adenovirus es uno de los de menor patogenicidad dentro de la familia. Pueden
presentarse como efectos secundarios al virus sintomatologia leve de la esfera respiratoria alta y
fiebre. Otros efectos pueden ser dolor en sitio de inyeccidn, escalofrios, fatiga, nauseas y

vomitos. La fiebre es el principal efecto secundario, autolimitada, que se produce entre 2 a 4
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horas después de inyectado y dura hasta 6 horas (32). Clinicamente es considerada como un

efecto secundario a la medicacion, pero lo que en realidad refleja es que la Gendicina ha sido

efectiva a la hora de movilizar el organismo contra el tumor.

Eficacia clinica:

El adenovirus recombinante Adp53 es capaz de infectar a cualquier célula de cuerpo humano,

con eficacia variable, tanto células con alta tasa de division como las de baja tasa. Estas

propiedades hacen de la Gendicina un agente antitumoral de amplio espectro.

En ensayos clinicos en fase | se tomaron 12 pacientes con cancer avanzado de laringe
gue llevaban al menos 41 meses de diagnosticados (33). De esos 12, 7 pacientes nunca
habian recibido ningin tipo de tratamiento y los 5 restantes ya habian sido intervenidos
quirdrgicamente obteniendo malos resultados, es decir, con historia de multi-
recurrencia. Se los dividié en 3 grupos a los que se les administrd dosis distintas 1x10%,
1x10% y 1x10*2 particulas virales (VP) del Adp53, cada dos dias hasta llegar a un total
de 10 dosis. Entre 36 y 42 meses después se observo que no habian recaidas en ninguno
de los 12 participantes. Aun 5 afios después no se registraron recaidas, en comparacion
con los que fueron Unicamente intervenidos quirdrgicamente los cuales en un lapso de 3
afios tuvieron un porcentaje de recaida cercano al 30%.

En ensayos clinicos en fase Il/lIl se han demostrado los efectos sinérgicos de la
Gendicina en combinacién con quimioterapia, radioterapia, cirugia y termoterapia
(34)(35). Se realiz6 un estudio multicéntrico, simultaneamente controlado, aleatorizado
del que participaron 135 pacientes con cancer de células escamosas de cabeza y cuello a
los que se administré Gendicina. El 77% de los participantes estaba en un estadio 11l o
IV, 0 no era pasible de cirugia. Un 85% de los casos correspondian a céancer
nasofaringeo. Se dividieron aleatoriamente a los pacientes en 2 grupos de los cuales a
uno se inici6 tratamiento con Gendicina mas radioterapia (GTRT) y otro grupo
Unicamente radioterapia (RT). No hubo diferencias significativas (p 0,05) en edad, sexo,

estadio de la enfermedad, tamafio de tumor o lesion entre los dos grupos (Tabla 1).
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Sex Clinical stage

Number Age, vears

Group of patienis Male Female (X = SD) I I HI v

GTRT 63 43 20 48.09 £ 12.59 0 15 19 29

RT 72 47 25 5246 = 12,11 0 17 27 28
Size rmm-’_,l of tumor lesion

Group Number of tumor lesions (X = SD)

GTRT 63 113249 £ 1107.29

RT 72 804.84 + 67359

Tabla 1. Comparacion de informacion general de dos grupos de pacientes con canceres de células escamosas en cabeza y

Abbreviations: GTRT, group receiving both gene therapy and radiotherapy; RT, group receiving only radiotherapy: SD, stan-
dard deviation; X, mean value.

cuello.

Obtenido de Zhaobui Peng. Current Status of Gendicine in Chima: Recombinant Human Ad — p53 Agent for

Treatment of Cancers. Human Gene Therapy. Septenrber 2005.

Se utiliz6 radioterapia convencional o tridimensional de intensidad 70 Gy y en 35
fracciones administradas en 7-8 semanas, el grupo RT. En el grupo GTRT se administrd
Gendicina 1x10%2 VP una vez por semana 3 dias previo a cada radioterapia por un total
de 8 semanas. La radioterapia en ambos grupos fue la misma. La respuesta tumoral se
objetivd mediante tomografia computada (TC) y resonancia magnética (RM) segun
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La tasa de respuesta fue de
93% para la Gendicina de la cual un 64% fue regresién completa (CR) y un 29%
regresion parcial (PR). Las tasas de respuesta en el grupo de RT fue de 79%, con un
19% CR y el 60% PR. Por lo tanto, las tasas de CR del grupo GTRT fueron 3 veces
mayores a las del RT, comprobando de esta manera la existencia de efectos sinérgicos
entre la Gendicina y la radioterapia (Tabla 2).

4 weeks & weeks 12 weeks (confirmation)
Group  No. CR PR S0 PD No. CR PR SD PD No. CR PR SD D
GTRT 63 508%) 41 (65%) 17 27%) 0 (0%) 62 2R (45%) 20 (47%) 5 (B%) 0 (0%) 56 36 (64%%) 16 (29%:) 4 (T%%) 0 (0%)
RT 72 0(0%) 29 (40%) 41 (57%) 2 (3%) 71 6 (B%) 44 (62%) 20 (28%)  102%) 63 12 (19%) 38 (60%) 13 (21%) 0 (0%)

Abbreviations: CR, complete regression; PR, partial regression; SD, stable disease; PD, progressive disease.

Tabla 2. Comparacion de eficiencia real entre Cdnceres de células escamosas en cabeza y Cuello.

Obtenido de Zhaohui Peng. Current Status of Gendicine in Chima: Recombinant Human Ad — p53 Agent for Treatment of Cancers.

Human Gene Therapy. September 2005

En otro estudio realizado con 88 pacientes con cancer loco regional avanzado de tipo
escamoso en cabeza y cuello o carcinoma adenoide quistico de cabeza y cuello se busco
demostrar la accion sinérgica de la Gendicina con la quimioterapia (36). Para ello se
dividieron a los pacientes en 3 grupos aleatorizados como se ve en la Tabla 3. Los
pacientes de grupo | fueron tratados con Gendicina en combinacion con quimioterapia

(n=30), el grupo Il recibieron Unicamente Gendicina (n=28) y el grupo Ill Unicamente
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quimioterapia (n=30). Los sujetos del grupo Iy Il recibieron 10 ciclos de Gendicina en
un lapso de 6 semanas cada 4 dias, a dosis de 1x10'? y 2x10'? VP dependiendo de si
tenian catéter uni o bilateral. La quimioterapia para los tumores de tipo escamoso
incluyé carboplatino (CP), bleomicina (BLM) y metrotexate (MTX). En el caso de los
adenocarcinomas se utilizd6 CP, 5-fluorouracil (5-FU) y ciclofosfamida (CTX). Los
resultados obtenidos se pueden apreciar en la Tabla 3. EI tumor primario de 60
pacientes respondio al tratamiento (CR+PR), de los cuales 21 fueron CRy 39 PR. En el
caso de las CR fueron 37% pertenecientes al grupo I, significativamente mayor que en
el caso del grupo Il y Ill, 18% y 17% respectivamente. No siendo significativa la
diferencia entre las CR del grupo Il y Ill. Los casos de no respuesta (SD o PD) fueron
menores en el caso del grupo | en comparacion con los pacientes del grupo Il y Ill. La
muestra no fue suficiente como para evidenciar diferencias significativas entre los
grupos en el caso de metastasis cervicales y a distancia. Concluyendo asi que la
Gendicina en combinaciéon con la quimioterapia poseen efectos sinérgicos y no
aumentan los efectos secundarios en el tratamiento de carcinomas de cuello y cabeza
(Tabla 3).

Group Primary Tumor Cervical Metastases Distant h-]emsmgrsl
Gendicine + Chemotherapy 30 19 4
CR 11 {37%) 0 (05 0 {05
PR 13 {43%) 11 (58%%:) 375
SD or PD 6 20%) B42%) 1 {25%:)
Gendicine alone 28 17 3
CR 518%) 0 (05 ) 0 (0%
PR 13 (46%) 6 (35%) 26T
SD or PD 10 (36%) 11 (65%) 1 {33%)
Chemotherapy alone 30 18 4
CR 5017%) 0 (0% 0 (0%
PR 13 {43%) 6 (33%) 2509
SD or PD 12 {40%) 12 (67%) 2 {50%:)

Tabla 3. Respuesta clinica lnego del tratamiento.

Obtenido de Zhaohni Peng. Current Status of Gendicine in Chima: Recombinant Human Ad

— p53 Agent for Treatment of Cancers. Human Gene Therapy. September 2005
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ONCORINE

Desarrollado en China por el laboratorio Shangai Sunway Biotech Co. se encuentra aprobado en
ese pais desde el afio 2005, siendo el pionero en oncolisis a nivel mundial en cancer de células

escamosas de cabeza y cuello (37).

Mecanismo de accion:

Oncorine 0 H101 es un adenovirus serotipo 5 al cual se le suprime la region E1B y E3. Debido a
esta delecion, Oncorine presenta selectividad para células tumorales con una funcion p53
deficiente, y no puede ejercer su efecto citolitico en células normales. El adenovirus salvaje
cuando infecta células normales, induce la expresion de genes que codifican proteinas
tempranas (E1A y E1B), estas proteinas son necesarias para perpetuar el ciclo de replicacion del
virus. La respuesta normal de las células como mecanismo de defensa para la infeccion es
estimular la expresion de p53, al ser sobre-expresada por la célula impide la replicacion del
virus.

Para evadir los mecanismos relacionados con p53 los adenovirus en estado salvaje codifican a
partir de su secuencia génica E1B una proteina fundamental denominada E1B 55 kD cuya
funcidn es degradar a p53, lo que en definitiva permite al virus desarrollar su replicacion.
Oncorine es un adenovirus modificado genéticamente y no puede degradar con eficacia a p53
debido a que se le elimina la secuencia E1B que codifica la proteina E1B 55 kD. Por esta razon
es que Oncorine no puede replicarse en las células normales y si puede hacerlo en las células
cancerosas que presentan una via deficiente de p53. Estas células son ideales para la replicacion
viral dado que no pueden defenderse de la infeccion, frenar la replicacién, ni inducir la

apoptosis, resultando asi la lisis selectiva para células cancerigenas.

Eficacia clinica:

Se realizd en el periodo de octubre de 2002 a marzo de 2004 en 17 hospitales de China un
ensayo clinico multicéntrico, abierto, aleatorizado y controlado con 160 pacientes con
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC). Se compar0 la tasa de respuesta a
6 meses para un grupo tratado con Oncorine y quimioterapia (cisplatino y 5-FU) frente a un
grupo sélo con quimioterapia. Los resultados de eficacia fueron 78.8% para el grupo combinado
y 39.6% en el grupo s6lo con quimioterapia (Tabla 4). De los 160 ingresados al comienzo, 105
completaron el estudio. Debido a estos resultados tan alentadores la SFDA aprobé el uso clinico
de Oncorine (38).
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Group n Injected lesion, n (%) Total lesion, n (%)
HI01+PF 52 41(78.8) 40 (76.9)

PF alone 53 21(39.6) 19(35.8)

P value =0.000 =0.000

P regimen (DDP 20 mgfm2 iv, Dayl-5; 5-FU 500 mgfn12iv, Dayl1-5).

Statically mean: P value < 0.05 between HIO0T + PF and PF alone on cither Injected lesion or Total lesion.

Tabla 4. Respuesta a los 6 meses luego de tratamiento diferente entre ambos grupos.

Obtenido de Yu W, Fang H. Clinical trials with oncolytic adenovirus in China. Curr Cancer Drug Targets. 2007;7(2):141-8.

Seguridad:

En este estudio no se reportaron muertes y los principales efectos adversos fueron fiebre y

sintomas gripales.
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ONYX - 015

Primer virus oncolitico utilizado en ensayos clinicos, en el afio 1996 en Estados Unidos, aln

continla en estudios fase IlI.

Mecanismo de accion:

Este adenovirus es similar al Oncorine, presenta la misma modificacion genémica en E1B, y
selectividad para células con p53 defectuosas (39). Ambos farmacos presentan el mismo
mecanismo de accion, siendo selectivos en cuanto a su replicacion para células con una funcién
p53 mutada. En caso de estar p53 normal, ésta se activa por la presencia de E1A viral
conduciendo a la célula a un estado de quiescencia donde el ciclo celular se detiene impidiendo
la replicacion viral (40). Todo este proceso no ocurre en células tumorales con una funcién p53
mutada (Figura 7).
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Fignra 7. Mecanismo propuesto de accion de ONYX-015. En células normales (a), la infeccion induce la formacion

de p53 y posterior limite a la replicacion viral y lisis. En células con alteraciones en p53 (b) esté proceso serd el

contrario generando lisis y replicacion viral.

Eficacia clinica:

Se llevaron a cabo numerosos ensayos en pacientes con diversos tipos de cancer. En un ensayo
clinico fase Il llevado a cabo por Nemunaitis et al. se realiz6 una prueba con inyeccion
intratumoral y peritumoral de ONYX-015 en 37 pacientes con carcinoma recurrente de cabeza y
cuello. Los pacientes recibieron ONYX-015 en una dosis diaria de 1 x 10'° unidades formadoras
de placa (PFU) por 5 dias en la primera semana de cada ciclo de 3 semanas, 0 1 x 10%° PFU dos
veces al dia por 10 dias durante las semanas 1 y 2 de cada ciclo de 3 semanas. Se tomaron
biopsias posteriores al tratamiento que informaron la presencia y replicacion selectiva de
ONYX-015 en el tejido tumoral de 7 de 11 pacientes biopsiados desde el dia 5 al 14, pero no en
tejido normal adyacente (0 de 11 pacientes, p = 0,01). La destruccion de tejidos también fue

altamente selectiva: la regresion tumoral significativa (> 50%) se produjo en el 21% de los
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pacientes evaluables, mientras que no existio toxicidad ni lisis celular en los tejidos normales
peritumorales.

Otro ensayo de fase Il Khuri et al. abarc6 40 pacientes con HNSCC, recibiendo ONYX 015 por
medio de la inyeccidn intratumoral, dos veces al dia durante un ciclo de 21 dias, el tratamiento
dio como resultado un 14% de regresion parcial o completa, lo que indicaba que ONY X 015 era
un tratamiento seguro para HNSCC con evidencia de moderada actividad antitumoral (41).

Un estudio realizado por Reid et al. informo un patrén de regresion de tumor (Figura 8) después
de la inyeccion intrahepatica de ONYX — 015 en combinacion con 5-FU para el tratamiento de
metéstasis colorrectales hepaticas en 11 de 24 pacientes durante 13 meses (41).

Baseline Day 21

4 Months 13 Months
Fignra 8. Sucesivas tomografias computadas de paciente incluido en el estudio Las flechas senialan patrin de
regresion de las metdstasis colorrectales hepaticas a los 13 meses de tratamiento.

Obtenido de Reid T, et al. Intra-arterial administration of a replication-selective adenovirus (df1520) in

patients with colorectal carcinoma metastatic to the liver: a phase I trial. Gene Ther. 2001, 8(21):1618—-26.

Seguridad:

En el estudio de Nemunaitis et al. no se registraron muertes, se reportaron efectos secundarios
como fiebre (25%), dolor en zona de puncion (17,5%), y otros sintomas benignos como cefaleas
y nauseas en un 17.5%. En el estudio de Khuri et al, tampoco existieron casos fatales, siendo los
sintomas catarrales (30%) los efectos secundarios dominantes, acompafiados también de dolor

en zona de puncion y fiebre (16%).
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TALIMOGENE LAHERPAREPVEC (T-VEC)

Talimogene Laherparepvec (T-VEC o Imlyglic) deriva de una forma salvaje del virus del
Herpes Simple tipo 1 (HSV-1) humano conocido como JS1, que ha demostrado tener mayor
accion oncolitica que otros subtipos de HSV-1 (42)(43). En principio el HSV-1 JS1 fue
atenuado mediante la delecién de los genes RL1 y US12 que codifican factores de
neurovirulencia (ICP34.5 y ICP47, respectivamente), la delecion de este dltimo logra la
expresion temprana del gen US11 (42)(43). Estas modificaciones genéticas logran que el T-
VEC sea capaz de replicar en células malignas efectivamente y no a células sanas; ya que las
celulas tumorales, que se dividen con mayor velocidad, expresan proteinas que junto con la
expresion temprana de US11 pueden sustituir funcionalmente al factor de virulencia ICP34.5.
(44)(45). Por otro lado, se insertd el gen que codifica el factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF por el inglés Granulocite Macrophage Colony Stimulating
Factor) en los ahora no funcionantes loci de RL1.

Mecanismo de accion:

La insercién del gen de GM-CSF humano al genoma viral modificado y su posterior expresion
en contexto oncolitico promueve la respuesta antitumoral (de ahi su nombre comercial
OncoVEXGM-CSF) (42)(43), tanto a nivel local como distal del sitio de inyeccién (46). Esto
confiere a T-VEC la habilidad de promover el inicio de una respuesta inmune con contra el
tumor (47)(48). La expresién de este gen logra distintas respuestas: inflamacion a nivel local,
respuesta de las células dendriticas locales, accion anti-angiogénica y aumento de la expresion
de antigeno leucocitarios humanos Il (HLA I1). GM-CSF es el principal mediador de la
proliferacion, maduracion y migracion de las células presentadoras de antigeno, entre estas las
células dendriticas (las mas potentes de la economia inmunolégica), siendo este uno de sus

principales sitios de accion (49).

Seguridad:

Es importante saber que T-VEC permanece susceptible a las bases terapéuticas contra el HSV-1
como lo es Aciclovir, ofreciendo un buen perfil de seguridad y eventual control contra
replicacion viral en caso de infeccion sistémica (50)(51). Los eventos adversos mas comunes
registrados fueron: fatiga, fiebre y escalofrios. La Unica toxicidad severa registrada fue celulitis

en un 2 % de los pacientes y ningun caso de muertes relacionadas al tratamiento (52).
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Eficacia clinica:

Con el antecedente de los excelentes resultados obtenidos en cancer de cara y cuello de estadios
I11'y IV avanzados en los cuales se agregé OncoVEXGM-CSG, asociado a dosis de cisplatino, a
pacientes en previo tratamiento con quimio y radioterapia (53), la farmacéutica Biovex
posteriormente adquirida por Amgen, Inc. anuncia la publicacion de resultados de ensayos fase
Il en melanoma con remision durable y completa de la enfermedad lograda en un ndmero
significativo de pacientes con estadios 11l y IV de esta enfermedad. Tras los buenos resultados
estudios clinicos (54)(55), incluyendo entre estos OPTiM (OncoVEXGMCSG Pivotal Trial in
Melanoma, NCT00769704) (49). En este contexto se estudiaron 436 individuos con melanoma
en Estadios Il1b-1V sin oportunidad de reseccion quirtrgica como posibilidad terapéutica. Para
poder comparar, se repartieron aleatoriamente los pacientes en grupos para recibir T-VEC de
manera intralesional 0 GM-CSF subcutaneo. Se compararon los grupos bajos distintos
parametros, el principal de ellos se defini6 como Rango de Respuesta Duradera (respuestas
objetivas continuamente por 6 meses) para cada lesioén independiente. En el afio 2013 Amgen
Inc. mostro los primeros resultados del estudio OPTiM que indican que los pacientes tratados
con T-VEC inducian respuestas duraderas significativamente superiores a los que solamente
recibian GM-SFC de manera subcutanea (56). Tras estos resultados, en abril de 2015 la FDA de
Estados Unidos emitio la primera recomendaciéon formal apoyando el uso de T-VEC para el
tratamiento de melanoma en pacientes con lesiones no resecables en piel y nodulos linfaticos
(57).

En otro estudio publicado por Journal of Clinical Oncology (53) se comparan las lesiones de
pacientes tratados con T-VEC, siendo algunas inyectadas directamente y otras tratadas
indirectamente estando el tumor lejos del sitio de puncion. La administracién de T-VEC mostro
una regresion de mas de la mitad de la superficie tumoral tanto en lesiones inyectadas (64%,
siendo la mitad una resolucion completa) como en lesiones que no fueron directamente
inyectadas (34% no viscerales y 15% viscerales). El estudio mostr6 lisis tumoral a través de
inyeccion directa de T-VEC, mientras que la GM-CSF codificada en el virus potencia la
respuesta inmune sistémica antitumoral. El papel de la expresion de GM-CSF es fundamental
para la regresion de los tumores que no fueron inyectados directamente incluyendo sitios
viscerales. Esto fue demostrado en las fases tempranas del estudio y ratificado luego en fases
finales del mismo (55). Futuros estudios intentaran identificar los mecanismos especificos por
los cuales T-VEC logra la regresion tumoral y las posibilidades de terapias combinadas para
mejorar el potencial de este agente en pacientes con cancer, tanto en melanoma como en otros

tumores.
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CELULAS T CONTRA ANTIGENOS TUMORALES (T-CAR):

Un futuro esperanzador

Una de las estrategias de terapia génica ex vivo mas prometedoras para el tratamiento del cancer
consiste en la utilizacién de células T autélogas, a las que se les incorpora un gen que codifica
un receptor quimérico de antigeno (CAR, chimeric antigen receptor), para que reconozca
especificamente antigenos asociados a tumores (TAAs, tumor associated antigen). Esto hace
que las células T modificadas genéticamente (T-CAR) se activen ante antigenos sin necesidad
de presentacion por parte del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, major
histocompatibility complex). También hace que se puedan activar linfocitos T sin necesidad de
células presentadoras de antigenos y co-estimulacion. Esta nueva alternativa de tratamiento
contra el cancer, que involucra conocimientos en el area de la terapia génica, terapia celular,

inmunologia e ingenieria de anticuerpos, se esquematiza en la Figura 9.
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Figura 9. Estrategia de tratamiento con T-CAR. Obtenido de bttp:/ | http:/ | wwmw.onclive.com/

Desde la primera investigacion en este sentido, realizada hace més de dos décadas, se han
desarrollado multiples estrategias para dirigir células T contra las células malignas (63). El
mayor logro se ha observado en el campo de la oncologia hematoldgica, donde varios estudios
han demostrado la eficacia de esta estrategia terapéutica en cancer de células B resistentes o

refractarios a tratamientos convencionales (58). Asi mismo se han desarrollado estrategias
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similares dirigidas contra diversos antigenos en tumores solidos, pero los resultados son ain
limitados (59). Hasta diciembre de 2015, en cuanto a investigaciones con células T para cancer,
habia méas de 200 protocolos, con 8000 pacientes participantes (60), de los cuales un 40% eran
con T-CAR que se desarrollan en su mayoria en Estados Unidos o China. De estos estudios, un
65% se efectuaron con canceres hematolégicos, siendo el CAR contra el antigeno CD19 es mas

ensayado (61).

Mecanismo de accion:

Los CAR mas utilizados son receptores quiméricos monoclonales murinos, disefiados para
reconocer TAAs y gatillar respuestas antitumorales medidas por células T. La utilizacién de
CAR comenzé en 1989 cuando Eshar et al. desarrollaron un receptor de célula T (TCR, T-cell
receptor), que no era parte del MHC, y funcioné como activador de la célula T (62). Cabe
recordar, que este proceso de activacion de la célula T se da sin presentacion antigénica por
parte de una célula presentadora de antigeno (CPA) a través del MHC, lo que supone una
ventaja frente a las limitaciones que suelen suceder en el contexto tumoral para la activacién
normal del sistema inmune celular. La simple interaccion del antigeno tumoral con el receptor
guimérico ya dispara los mecanismos celulares para la activacién de los linfocitos T. Este
mecanismo ha sido utilizado y modificado por multiples investigadores para diferentes TAA, asi
como para diferentes células dentro del sistema inmune. Esta especificidad se logra a través de
CARs que poseen dos dominios: el extracelular y otro intracelular. El extracelular es un receptor
de antigenos murino, o humanizado (63)(64), que contiene una region variable de la cadena
pesada (V ) y otra variable de la cadena liviana (1, ) de un anticuerpo, para asi conformar un
fragmento de cadena simple variable (scFv, single-chain fragment variable), que va a ser
completado por una secuencia flexible de la cadena constante (tanto pesada como liviana), y se
une a través de la membrana con el o los dominios intracelulares. Este dominio extracelular es
el que varia de acuerdo con el TAA objetivo, habiéndose disefiado CARs especificos contra
CD19, CD20, CEA, PSMA, ERBB2 y GD,. También se han utilizados Tandem CAR (TanCAR)
que tienen la capacidad de reconocer dos antigenos especificos para su activacion. Por ejemplo,
se utilizo doble especificidad, para CD19 y HER2/neu, logrando activarse ante el
reconocimiento de los dos antigenos (65) (Figura 10).

Otro ejemplo fue el uso de PSCA y PSMA, dos antigenos prostaticos que activaban en

combinacion un CAR y a su vez un receptor coestimulador quimérico (CCR) (66).
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Fignra 10. Diserio de TanCar capazg de reconocer Her2 y CD19.
Obtenido de Zakaria Grada, Meenakshi Hegde, Tiara Byrd et al.
TanCAR: A Novel Bispecific Chimeric Antigen Receptor for

Cancer Immunotherapy. Molecular Therapy—Nucleic Acids

(2013)

El dominio intracelular es CD3-¢, CD3-y, 0 CD3- (parte de los TCR), siendo estos los que
comienzan la respuesta interna en la célula T, frecuentemente a través de motivos de activacion
del inmuno-receptor basado en tirosina. Los investigadores han partido de un CAR prototipico,
con un solo dominio intracelular, y de alli han agregado dominios para disparar una respuesta
total del linfocito T, tanto en activacion, como proliferacién y secrecion de citoquinas. Asi es
gue los CARs se clasifican en primera, segunda y tercera generacion de acuerdo a la cantidad de

dominios intracelulares que tengan (Figura 11).

1#t Generation CAR 2" Generation CAR 3" Generation CAR

One T-cell signaling endodomain Two T-cell signaling endodomains Three T-cell signaling endodomains

Figura 11. Los sectores A y B muestran el dominio extracelular. El sector A muestra el Scky,

unido a la cadena constante (sector B). C, D y E son los dominios intracelulares.

Obtenido de: B. Jena., G. Dotti, and L. ]. N. Cogper. Redirecting T-cell specificity by introducing

a tumor-specific chimeric antigen receptor. Blood. 2010 Aug 19
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Se han usado como disparador de la respuesta intracelular CD28, CD 134, CD137, Lck y
DAP10 (67)(68). La utilizacion de maltiples dominios intracelulares genera una respuesta
integral del linfocito T, que mejora la sobrevida y accion antitumoral de las células modificadas
(69). Los linfocitos T estimulados por dos dominios logran con eficacia matar la célula blanco,
también necesitan menos co-estimulacion externa, aumenta la secrecion de citoquinas
necesarias, esto favorece la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T (70).
Multiples estudios han demostrado que los T-CARs de segunda generacién son mejores en su
funcion antitumoral que los de primera generacién. A la tercera generacion se le agrega otro
dominio intracelular capaz de gatillar nuevas respuestas con el objetivo de mejorar la funcién
antitumoral de dichas células. A esto se le suma la posibilidad de variar la region scFv,
seleccionando uniones de alta afinidad para aumentar su eficacia (71).

Para poder introducir el material genético (secuencias codificadoras de CAR) dentro de las
células T se han utlizado vectores virales y no virales, mayormente integrativos, siendo los de
origen retroviral y lentiviral altamente eficientes en esta tarea (9)(72). También se han realizado
ensayos clinicos empleado ADN plasmidico transfertido por electroporacién a linfocitos T (73).
La integracién de ADN en el genoma celular también se puede conseguir empleando el sistema
llamado bella durmiente (SB, sleeping beauty), que consiste en la insercién génica de un
transposon conteniando la secuencia CAR mediado por la accién de una transposasa (74). Con
este sistema, junto al uso de APC artificiales, se ha logrado una buena eficiencia en la
incorporacién del material (cercana al 60%) y menor tiempo para lograr cantidades aceptables

para la infusion de celulas T (75).

Tipos celulares modificados con CAR:

Los CAR pueden incluirse en células T que tengan los af TCR y también ydTCR (Figura 12).
Por lo tanto, se pueden emplear células inmunes que sean o no linfocitos T y que expresen
alguno de estos dos receptores. Actualmente los investigadores han modificado genéticamente
células NK, monocitos y neutréfilos para que expresen CAR (76)(77). Por otro lado, las células
que expresan el ydTCR también han sido modificadas para expresar CAR, con la ventaja de que
se pueden hacer proliferar selectivamente mediante el uso de aminobifosfonato (78). Asi se
logra abarcar un amplio espectro de células del sistema inmune capaces de actuar contra las

células malignas.
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Eficacia clinica:

Uno de los primeros estudios que demostré la eficiencia de los T-CAR fue realizado por
investigadores del National Cancer Institute (NCI) de Estados Unidos, en donde se tratd a un
paciente con linfoma folicular previamente acondicionado con quimioterapia y posteriormente
se realiz6 una infusién de T-CAR de segunda generacion contra CD19 y co-estimulado con
CD28, logrando remision parcial de la enfermedad (79).

Los resultados mas destacados de terapia antitumoral con T-CAR dirigidos contra CD19 se
obtuvieron con pacientes con leucemia linfoide aguda, en donde se observd la remision
completa en un 70 a 90 % de los casos (80)(81)(82). Otros estudios han demostrado la eficacia
de los T- CAR tanto en leucemia linfoide aguda, como en mieloma mdltiple y linfoma B de

células grandes (83).

Junto a las estrategias de terapias con T-CAR, se han ensayado combinaciones de terapias
inmunoldgicas para mejorar la respuesta al tratamiento. Un ejemplo de esto fue el uso del
anticuerpo monoclonal ibrutinib en conjunto a los T-CAR en pacientes con leucemia linfoide
crénica. En este estudio se vio que la expresion del CAR no se modificaba con los ciclos de
ibrutinib, pero si la expansion de estos linfocitos T modificados. También se gener6 mayor

proliferacion en respuesta al antigeno (84).
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Seguridad:

La evaluacion de la seguridad clinica de los T-CAR est4 aln en desarrollo y necesita mayor
numero de evidencias para poder confirmar que el beneficio es mayor que el costo de dicha
terapia. Las preocupaciones en relacion a la seguridad de esta terapia se centran en cuatro
aspectos principales. Uno de ellos es la posibilidad de inducir genotoxicidad, ya que existe un
riesgo real de mutagénesis insercional debido a la insercion gendémica del ADN codificante de
CAR en los linfocitos T. Actualmente no se han reportado casos de genotoxicidad en ensayos
clinicos y la posibilidad de mutagénesis insercional podria ser disminuida con el empleo de
sistemas de trasposicion especifica del ADN ex6geno (85).

Otra aspecto a tener en cuenta es la toxicidad sistémica de la terapia T-CAR, ya que en general
es muy dificil proponer CAR contra antigenos que sean absolutamente especificos de tumores,
habiéndose evidenciado algunos casos de hepatotoxicidad (86), e incluso se registrd dafio
pulmonar, respuesta inflamatoria sistémica y la muerte de una paciente tratada con células T-
CAR contra HER-2/neu (87). Tampoco se puede descartar la posibilidad de aloreactividad, con
una reaccion de huésped contra injerto. Ademas, este tratamiento requiere se practique
guimioterapia o radioterapia para obtener una aplasia o linfopenia previo a la re-administracion
de los T-CAR en el paciente, lo que puede afectar su calidad de vida (88). Para mitigar alguno
de estos efectos secundarios, se han desarrollado estrategias para aumentar la especificidad “on
target” y disminuir los efectos “off tumor” de la terapia, por ejemplo, empleando CARS
dirigidos a dos antigenos especificos (TanCAR), en lugar de s6lo uno (65). También se han
utilizado iCARs, que son CAR inhibitorios utilizando PD-1 y CTL4 para reducir el riesgo de
efectos adversos luego de terminado el tratamiento con T-CAR, con buenos resultados en

ensayos preclinicos (89).

Desafios por superar:

La eleccion del tipo celular mas efectivo y la definicion de las condiciones Gptimas para
conseguir su activacion y sobrevida luego de ser re-infundidas en el organismo son puntos clave
en la terapia antitumoral con CAR. A su vez, estas células modificadas, deben llegar al objetivo
y superar los mecanismos que se generan en el microambiente tumoral para evitar al sistema
inmune. En cuanto a las células utilizadas, actualmente la mayor parte de las investigaciones
utilizan células T obtenidas de sangre periférica del paciente. Por esto, se debera dedicar méas
atencion a dicha seleccion para tener un mayor control del fenotipo T transferido de acuerdo a la
patologia a atacar (90). Para mejorar problemas de expansion, proliferacion y sobrevida celular
se han utilizado multiples dominios intracelulares que generen co-estimulacion, es decir que no

solo activan a dicha célula T sino que también aumenten la produccion de IL-2, IL-15 u otras
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citoquinas que favorezcan la activacion de la células T y el resto del sistema inmune. A esto se
ha sumado la posibilidad de aplasia medular o linfopenia por quimioterapia y/o radioterapia, que
genera mejor crecimiento y proliferacion debido a que se evitan los mecanismos de regulacion y
supresion (91). El hecho de lograr llegar al o los sitios blanco es un punto clave para lograr
atacar a las células malignas. Puede ocurrir que en el conjunto de celulas T se incluyan
poblaciones de células T diferenciadas que son incapaces de llegar a los tumores y esto
requieren mayores estudios para seleccionar las poblaciones adecuadas. (92). Los investigadores
actualmente se centran en mejorar esta migracioén potenciando la expresion de receptores de

quimiocinas, como lo es CCR4 (93).

El ambiente tumoral se caracteriza por la hipoxia, estrés oxidativo y mecanismos supresores del
sistema inmune. Este ambiente hostil es al que deben sobreponerse las células T modificadas al
llegar al tumor maligno. Ciertos T-CARs han sido modificados para que expresen receptores de
citoquinas y quimioquinas necesarias para la sobrevida de estas células, o capaces de expresar
catalasas y heparanasas para evitar el stress oxidativo y lograr mayor penetracion en el tumor
(94)(95)(96)(97). También, para aumentar el potencial terapéutico de las T-CAR en el tumores
solidos, se le han incluido genes que codifican citoquinas universales, dando lugar a los
llamados TRUCKSs (T cells Redirected for Universal Cytokine-mediated Killing) y se ha
descubierto que el bloqueo de CTL-4 y PD-1 es importante para evitar la inhibicién de la
funcidn de las T-CARs en el ambiente tumoral (98)(99).

Los resultados obtenidos hasta el momento hacen pensar que los T-CARs seran parte del arsenal
médico para el tratamiento del cancer en un corto plazo. La superacion de los problemas
anteriormente nombrados junto a la forma de manufactura, transporte y aplicacién de esta
terapia seran claves para lograr un tratamiento eficiente y al alcance de todo el sistema

Sanitario.
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CONCLUSIONES

El cancer es una enfermedad de alta prevalencia y mortalidad tanto a nivel mundial como en
nuestro pais, con mualtiples estrategias terapéuticas, pero con una eficacia variable y en muchos
casos solo con posibilidades paliativas. Es por esto es que las investigaciones hacia nuevos
tratamientos contra el cancer se encuentran en constante desarrollo y revision. La terapia génica
es una estrategia que ha demostrado eficacia clinica en cancer de cabeza y cuello y melanoma,
sobre todo si se utiliza junto a quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y/o cirugia.

La Gendicina, aprobada por la SFDA en el afio 2004, fue la primera terapia génica disponible
para su uso clinico a nivel mundial. Se obtuvieron muy buenos resultados cuando fue utilizada
en combinacion con terapias clésicas gracias a sus efectos sinérgicos, si bien utilizada en
monoterapia no se alcanzaron resultados que destaquen por encima de las utilizadas hasta el
momento. EI Oncorine es el primer tratamiento con virus oncolitico aprobado para uso clinico a
nivel mundial en el afio 2005, los estudios realizados demostraron su alta eficacia, el doble
aproximadamente, al combinarse con la quimioterapia convencional para el tratamiento del
carcinoma escamoso de cabeza y cuello. Onyx 15, un producto similar a Oncorine, se encuentra
en estudio Fase 1l actualmente en los Estados Unidos para diversos tipos de cancer deficientes
en p53, y, al momento, se han documentado buenas experiencias existiendo remisiones
importantes en carcinoma epitelial de cabeza y cuello y metastasis hepaticas de cancer
colorrectal. EI T-VEC ha probado su eficacia clinica en el cancer de melanoma logrando ser el
primer virus oncolitico aprobado por la FDA de Estados Unidos en 2015. Aunque queda por
definir su eficacia junto con otras terapias, de por si aumenta la sobrevida y reduce el tamafio de
los tumores.

Todos los tratamientos que emplean vectores virales, Gendicina, Oncorine y T-VEC, presentan
un buen perfil de seguridad y en sus efectos adversos se ven sintomas de impregnacion viral y
respiratorios altos. Con ninguno de los tres tratamientos se han visto efectos adversos graves, ni
muertes. Debido a su eficacia y seguridad estos tratamientos con terapia génica deberian ser
tomados en cuenta a la hora de iniciar una estrategia terapéutica en pacientes portadores de
patologias tumorales malignas anteriormente mencionadas.

Los T-CAR han demostrado eficacia en multiples tipos de cancer, sobretodo hematolégicos,
logrando la remision parcial y completa, dependiendo del tipo de cancer y del uso en conjunto
con otras terapias. Aln queda por demostrar y mejorar su eficacia en tumores sélidos. A su vez
queda por superar dificultades de manufactura, aplicacion y disminucion de efectos adversos. A
pesar de ello, hay suficientes evidencias para pensar que los T-CAR van a cambiar el plan

terapéutico que hoy en dia se aplica en el cancer.
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