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RESUMEN

Introduccion : el uso de células T con receptor de antigeno quimérico (T CAR, por
sus siglas en inglés) es un nuevo tipo de tratamiento emergente clasificado entre las
inmunoterapias de trasferencia de células adoptivas (ACT, por sus siglas en inglés).
Este receptor contribuira a la deteccion los antigenos malignos especificos sobre la
membrana de las células cancerigenas y la destruccién de estas, que junto a la
quimioterapia, permiten un tratamiento antirumoral efectivo.

Objetivo : revisar las nuevas terapias con células CAR T en los linfomas mas
frecuentes, ademas de exponer las principales complicaciones y nuevos usos
terapéuticos.

Métodos : se realizé una revision bibliografica exhaustiva desde diciembre de 2017
hasta junio de 2018 en bases de datos como Medline, Science Direct, Lilacs y
Embase, con los términos MeSH de busqueda: linfoma, inmunoterapia, ingenieria
genética, linfocitos T.

Conclusion: existen numerosas aplicaciones de las cuales este tipo de inmunoterapia
es participe, en la actualidad propone una revolucidn terapéutica en la que incluye no
solo hemopatias malignas, sino tumores sdélidos, es sin duda una proeza de la
ingenieria genética y de la medicina
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ABSTRACT

Introduction: CAR T cells (antigenic chimeric receptor) are a new type of emergent
treatment classified among adoptive cell transfer immunotherapies (ACT). This
receptor will contribute to the detection of specific malignant antigens on the
membrane of cancer cells and the destruction of these, which together with
chemotherapy, allow an effective anti-tumor treatment.

Objective: to review the new therapies with CAR T cells in the common lymphomas,
besides exposing the main complications and new therapeutic uses .

Methods: an exhaustive bibliographic review was carried out from December 2018 to
June 2018 in databases such as Medline, Science Direct, Lilacs and Embase, with the
search MeSH terms: lymphoma, immunotherapy, genetic engineering, T lymphocytes.
Conclusion: there are numerous applications of which this type of immunotherapy is
a participant, currently proposes a therapeutic revolution in which not only include
hematological malignancies, but also in solid tumors, is undoubtedly a feat of genetic
engineering and medicine.

Keywords: Lymphoma, immunotherapy, genetic engineering, T-lymphocytes, CAR T.

INTRODUCCION

Las células T con receptor de antigeno quimérico (CAR T) son un nuevo tipo de
tratamiento emergente clasificado entre las inmunoterapias de trasferencia de células
adoptivas, que en general consiste en extraer células del sistema inmune del paciente
y modificarlas. %2

Como su nombre lo indica, este tratamiento requiere de la extracciéon de sangre del
paciente diagnosticado con alguna alteracidn neopléasica y la posterior separacion de
linfocitos T de esta. 3 Luego se realiza la trasferencia del gen que codifica para la
construccién del antigeno quimérico al genoma del linfocito T. # Este paso de
informacién se realiza por medio de transfeccion con el uso de vectores virales, como
adenovirus, lentivirus y retrovirus, o por medio de otros mecanismos como la
electroporacién, transposones o sistemas de edicién de genes. ° Dicha incorporacion
genera una modificacién del genoma de las células T que conduce a la expresién del
receptor de antigeno quimérico en la superficie de la membrana.® 7 (figura)

Este receptor es una proteina de fusién que estd compuesta por varios dominios: el
intracelular, gracias al cual se generan las reacciones de sefializacidn intracelular e
interviene en la activacion y las sefiales de coestimulacion del linfocito T; ademas
tiene una bisagra y un segmento transmembrana, que viene originalmente del cluster
de diferenciacion 8a (CD8a) o de la inmunoglobulina G4 (IgG4). Por ultimo, esta el
dominio extracelular de reconocimiento o de union especifica al antigeno.* > 8
Generalmente, este Ultimo es un fragmento variable de cadena simple (scFv)
proveniente de un anticuerpo monoclonal que tiene unidn especifica a un antigeno
tumoral, tal como el CD19, cuya expresion predomina en los linfomas; este
contribuye a que el linfocito T reconozca la célula tumoral para luego generar su
destruccidn. 4 9/ 10
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La terapia consiste en extraer las células T del paciente, manipularlas gendticamente v afiadirle
el receptor quimérico antigénico (CAR), para permitir gue se multipliguen exponencialmente
dentro del sujeto, permitiéndole una adecuada preparacion para el tratamiento coadyuvante
con quimicterapia.

Fig. Terapia con células T con receptor de antigeno quimérico (CAR T).

Posteriormente, las células se expanden en el laboratorio y se inyectan al paciente,
luego de realizarle una quimioterapia de acondicionamiento. Se ha evidenciado por
estudios con modelos murinos que la deplecién de linfocitos que se produce, favorece
la actividad de las células T trasferidas adoptivamente, ya que incrementa los niveles
de citocinas séricas como la interleucina 15 (IL-15) y probablemente reduce la
cantidad de células T reguladoras.* 11 Al final, en el cuerpo del paciente se deberian
multiplicar por si solo las células CAR T y proceder al reconocimiento de los antigenos
especificos en la superficie de las células tumorales. 2

RECEPTOR DE ANTIGENICO QUIMERICO (CAR)

Uno de los beneficios de las células CAR T con respecto a otros tipos de terapia de
trasferencia adoptivas de linfocitos T es que es totalmente independiente del antigeno
leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés) y tiene la capacidad de reconocer
de manera eficaz un antigeno expresado en la superficie de la membrana de células
tumorales de manera suficiente.> 13

Desde el desarrollo del primer CAR, se han implementado cambios en la composicidon
del dominio intracelular de este receptor, que han implicado diferencias en el
metabolismo especifico de los linfocitos CAR T. 14 Los CAR de primera generacion solo
comprendian la subunidad de transduccion de sefiales ¢ del complejo receptor TCR
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(receptor de células T)/CD3.> > Los CAR posteriores, tanto de segunda como de
tercera generacion, incluyeron dominios coestimuladores que provenian de receptores
del mismo nombre, como CD28, 4-1BB (CD137), CD27, DAP-12, 0OX40 (CD134) o
coestimulador de células T inducible (ICOS), ademas del dominio CD3C antes
mencionado.* > 16 Otra diferencia entre los CAR de primera y segunda generacion es
que estos ultimos proporcionan una mejor activacion, proliferacion y perpetuacion
dentro del organismo.>

Hasta el momento, los CAR mas utilizados para estudios son los de segunda y tercera
generacion, de los cuales aun se trata de evaluar las ventajas de uno sobre otro para
su uso clinico. > A pesar del gran uso de estos receptores y que los dominios
coestimuladores son los que diferencian las distintas generaciones de CAR, las
caracteristicas de estos dominios, que proporcionan una mayor subsistencia y
resistencia a la disminucion de dichas células, aun no estan bien esclarecidas.'* Una
de las inquietudes que aun quedan, es con respecto a la activacion sinérgica de los
tres dominios de sefializacion de los CAR de tercera generacion, lo que produciria una
disminucion notable del umbral de activacion de estas células induciendo a que se
activen, aun sin haberse encontrado con un antigeno. >

Hasta ahora se han visto ciertas diferencias metabdlicas con respecto las células CAR
T que expresan CD28 o 4-1BB como dominio de sefializacién. Por ejemplo, al
introducir el dominio 4-1BB en la estructura del CAR se favorecié el crecimiento de los
linfocitos T de memoria CD8+, los cuales presentaron una mayor oxidacion de acidos
grasos, una mejor capacidad respiratoria, ademas una biogénesis mitocondrial
superior. Mientras que los CAR con dominio CD28 generaron células de memoria
efectoras con una mejor version de la glucdlisis. Otra comparacion entre estos dos
dominios se puede ver con respecto a persistencia de las células CAR T in vivo en el
paciente. La informacion reportada sobre la persistencia de estas células con dominio
CD28 es cerca de 30 dias, diferente de los CAR que expresan el dominio 4-1BB, los
cuales pueden sobrepasar los 4 afios en algunos pacientes.!% 17

Linfomas y leucemias en los que actuan la CAR T

En 1990, se comenzaron a realizar los primeros estudios preclinicos de las células
CAR T para el tratamiento del cancer, en un principio de ovario. En 2003, se
publicaron los primeros estudios preclinicos que demostraron la actividad, tanto in
vitro como in vivo, de las células CAR T dirigidas al antigeno CD19.4

En el 2010, se publicaron los primeros reportes sobre la actividad anticancer de las
células CAR T contra el antigeno CD19, en el cual se describi6 el caso de un paciente
con linfoma folicular con multiples recaidas tratado en el Instituto Nacional del Cancer
de EEUU (NCI, por sus siglas en inglés). A este se le administré un régimen de
quimioterapia consistente en fludarabina y ciclofosfamida y, posteriormente, se le
afnadié una infusion de células T autdlogas, las cuales expresaron un CAR anti-CD19.
Luego de la administracion de las células, se suministré interleucina 2(IL-2) en altas
dosis. Los resultados del tratamiento fueron bastante prometedores: en primera
instancia alcanzé una remision parcial (RP) de una duracion de 7 meses;
posteriormente con la administracién del mismo tratamiento se logré otra RP,
permaneciendo durante 7 afios libre de progresion aunque no recibié mas dosis de
células CAR T. A pesar de que el paciente sufrié una aplasia de células B prolongada a
causa de la muerte de todas las células que presentaran el antigeno CD19, no tuvo
ninguna toxicidad crénica. También observaron éxito con el trasplante de células
madre alogénicas en cuatro pacientes con linfomas de células B refractario a todos los
tratamientos, siguiendo el mismo procedimiento clinico. Esto sirvio para dar paso a
conclusiones sobre el posible funcionamiento de este tratamiento no solo para masa
de linfoma, sino también para otras hemopatias malignas.*
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Inicialmente, el desarrollo de este tratamiento fue utilizado principalmente en
pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda (LLA). Segun una prueba
realizada en el Children's Hospital of Philadelphia (CHOP), el 80 % de los nifos
diagnosticados con dicho cancer de predomino de linfocitos B lograron una remision
completa gracias a una sesién intensiva de quimioterapia. Aunque algunos de los
pacientes recayeron a pesar de haberles realizado trasplante de células madre. Este
grupo por lo tanto se sometié a una prueba con células CAR T, las cuales reconocian
especificamente CD19, antigeno que se expresa con gran cantidad en los linfocitos B
tumorales. Los resultados fueron bastante gratificantes, de los 30 pacientes que se
trataron 27 presentaron una respuesta completa al tratamiento. Ademas, muchos de
estos pacientes no presentaron signos de recaidas de la enfermedad mucho tiempo
después del tratamiento.b: 18-20

Gracias al éxito de este tratamiento se pudo desarrollar un ensayo mas grande de una
terapia de células CAR T anti-CD19 llamada Tisagenlecleucel (Kymriah™) para nifios y
adolescentes que presentaran LLA. Gracias a esta prueba financiada por la casa
farmacéutica Novartis, muchos pacientes alcanzaron una respuesta completa y
prolongada, lo que dio paso a la aprobacién de dicho tratamiento por la FDA en
agosto del 2017.1% 2!

Se ha visto que las células CAR T dirigidas al CD19 no solo lograron funcionar en
pacientes con leucemia linfoblastica aguda, sino también en casos de linfomas.?? El
potencial que puede lograr este tratamiento se demostrd en un ensayo realizado por
la NCI, en el cual utilizaron dicho tratamiento en 11 pacientes con casos avanzados de
linfomas no Hodgkin (LNH) de células B posterior a quimioterapia depresora de
linfocitos (ciclofosfamida y fludarabina). Los resultados mostraron la infiltracion
exitosa de las células CAR T en los ganglios linfaticos malignos, ademas de lograr que
2 de los 4 pacientes con linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) refractario
consiguieran una respuesta completa (RC), al igual que en 2 de 4 pacientes con
linfoma primario mediastinal de células B (LPMB).* También se han realizado estudios
con células CAR T dirigidas hacia el CD30, antigeno que se altamente expresado por
las células tumorales en linfoma de Hodgkin (LH) y linfoma anaplasico de células
grandes (LACG). En dicho estudio, se evaluaron 9 pacientes con LH y LACG
recidivantes, a los cuales se les aplicaron linfocitos T autdlogos que fueron
genéticamente modificados gracias a la utilizacidon de vector viral (retrovirus),
expresando un CAR con dominios de coestimulacién tipo CD28. De los siete pacientes
con LH, uno tuvo RC al tratamiento después de la segunda infusion de dichas células
que durdé mas de dos afios y medio, otro también obtuvo RC de menos de dos afios de
duracion aproximada, y 3 continuaron su enfermedad de manera estable. De los dos
pacientes diagnosticados con LACG, solo uno tuvo una respuesta completa con una
duracion de nueve meses después de la cuarta infusion de células CAR T. Ademas, se
observd que a pesar de que una pequena parte de los linfocitos B y T activados
expresaran este antigeno normalmente, en ninguno de los pacientes se presentaron
cambios en los niveles de dichas células, ni desarrollaron infecciones que pudieran
hacer sospechar su deplecién.?3

Actualmente, se investiga sobre la utilizacion de linfocitos NK (del inglés natural killer)
para el tratamiento de leucemias y linfomas de linfocitos T, en los cuales no se ha
logrado gran avance con las células CAR T gracias a la similitud de antigenos de
superficie entre las células T normales y las malignas. Gracias a que el antigeno CD5
no se encuentra en los linfocitos NK, pero si en células T normales, es posible utilizar
dichas células para la construccion de CAR CD5, las que son utiles en el tratamiento
de leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) y linfomas de células T periféricas
(LCTP) ya que este antigeno esta altamente expresado en ambas enfermedades. De
las investigaciones anteriores con una linea de NK humana (NK-92) se encontré que
las células NK CAR CD5 tenian actividad antitumoral potente y especifica contra varias
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lineas de células T, leucemia de linfocitos T y células tumorales primarias; ademas de
demostrar in vivo en un ratdn la capacidad para inhibir y controlar la progresion del
cancer, gracias a la inoculacién de xenoinjerto de LLA-T al raton. Estos
descubrimientos podrian llegar a ser una nueva forma de tratamiento viable para este
tipo de canceres.?*

Hasta ahora las estadisticas han demostrado que la terapia de células CAR T anti-
CD19 para tumores hematolodgicos positivos para este antigeno tales como LLA,
leucemia linfocitica cronica (LLC) y los diferentes tipos de LNH en estados refractarios
o recidivantes, han resultado bastante alentadoras y se han posicionado como un
tratamiento eficaz de células adoptivas, con la capacidad de superar los estados de no
respuesta a la quimioterapia en este tipo de afecciones. Por ejemplo, tanto en
pacientes pediatricos como adultos, ha habido respuesta clinica del 81 % en LLA, del
50 % de LLC y 40 % de LNH, los cuales fueron pretratados por leucemia o linfoma.
Por esto se ha ganado la designacion por parte de la FDA a este tratamiento como "
terapia innovadora". > 1825

Principales efectos adversos

Los efectos no deseados se presentan debido a la dosis administrada y la persistencia
de las células CAR T, incluso a la carga tumoral. Los principales efectos adversos
son:?®

Sindrome de liberacién de citocinas

Es el efecto no deseado mas frecuente de todos. Se debe a una fuerte y rapida
activacion de las células T, que genera un aumento exagerado de su proliferacion; de
esta manera, se genera un aumento de la produccién de citocinas como: interferén vy,
IL2,IL6Yy 10.%°

La IL 6, es una de las citocinas inflamatorias de mayor importancia, no solo en el
proceso fisiopatoldgico de este efecto adverso, sino también en numerosas reacciones
inflamatorias del cuerpo. Se ha demostrado un pico concentraciéon cuando las células
CAR T se encuentran en su maximo nivel de proliferaciéon, lo que contribuye a la
iniciacion de una cascada de sefializacion proinflamatoria.2® 27 Como esta IL favorece
la formacién de la proteina C reactiva en el higado, suele ser utilizada para el
monitoreo y seguimiento de este sindrome en los pacientes que lo padecen.?”

Este sindrome genera un cuadro clinico que se inicia dias después del inicio de la
terapia con células CAR T y que suele asemejar a un sindrome infeccioso, con
sintomatologia consistente en taquicardia, hipotension, fatiga, nauseas, disnea,
hipoxia, entre otros. El manejo se centra en el uso de inmunosupresores como los
corticosteroides, ya que el manejo sintomatico con analgésicos y liquidos
endovenosos no soluciona la complicacion de base. 2627

Aplasia de las células B

El CD19 se regula positivamente cuando las células B se encuentran en las primeras
etapas de su formacion y continla expresandose a lo largo de su linaje; en la Unica
etapa en que no continua en las células es cuando estas se diferencian en células
plasmaticas. Por lo tanto, como las células CAR T actuan contra dicho receptor, es
inevitable que como efecto secundario de la terapia se produzca una deplecion de las
células B enddgenas que puede derivar en una hipogammaglobulinemia, lo que
aumenta la probabilidad de adquirir infecciones graves y conduce a un gran riesgo
para la vida del paciente.?®
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Sindrome de lisis tumoral

Se debe a un aumento de la liberacion de productos derivados de la muerte celular
por la lisis de células tumorales, que como consecuencia ocasiona una alteracion
metabolica que, en los casos mas graves, genera insuficiencia renal aguda y puede
llevar a la muerte. Estos pacientes son de especial cuidado y requieren soporte
hemodinamico con liquidos endovenosos.2®

También existen otros dafios deletéreos para la salud generados por este tratamiento,
como la neurotoxicidad que genera confusion, delirio, afasia, convulsiones y coma,
ademas se reportan casos de anafilaxia debido a que las CAR poseen anticuerpos
derivados del roedor murino.?®

A pesar de que existe el riesgo de padecer alguno de estos efectos, la ciencia no se ha
detenido para tratar de mitigarlos, un ejemplo de esto es la implementacion de ARNm
para la transferencia de genes, que reemplazaria los métodos virales y limitaria la
vida media de las células CAR vy el consiguiente riesgo de generar alguno de los
efectos adversos. También se ha descrito un compuesto bivalente que mejora las
propiedades de seguridad, fue experimentado en ratones que presentaban un tumor
epitelial en presencia del factor del crecimiento epidérmico.30-32

OTRO PANORAMA TERAPEUTICO CON LAS CELULAS T CAR

A pesar de que esta terapia se use principalmente en las hemopatias malignas,
existen otros 6rganos que pueden ser diana en este tratamiento, como es el caso de
los canceres primarios y metastasicos del higado; donde cerca del 85 % de los
tumores primarios se deben al carcinoma hepatocelular. Por tratarse de un érgano
especializado con caracteristicas linfoides se han realizado numerosos ensayos clinicos
que prometen un futuro diferente en el tratamiento de los tumores hepaticos.33

El cancer gastrico no es la excepcidn con este tratamiento, ya se ha estudiado su
aplicabilidad a través del receptor FOLR1 o receptor de folato tipo 1.33 En un estudio
realizado por Kim y cols, se disefié un compuesto FOLR1-CAR, se evalud la actividad
antitumoral de las células T contra células malignas y benignas gastricas y se
demostré actividad antitumoral contra dichas células malignas. 3* Ademas, este
receptor es capaz de expresarse en otros drganos ademas del estdbmago como el
pulmédn, el ovario, mama y rifién. Se han realizado estudios donde el complejo FOLR1-
CAR present6 seguridad en cuanto a la aplicacion en los pacientes con cancer de
ovario. 3435

Existen numerosas aplicaciones de las cuales este tipo de inmunoterapia es participe
que, sin dudas, es una proeza de la ingenieria genética y de la medicina para el
abordaje, no solo malignidades hematoldgicas o tumores sélidos, sino también otras
enfermedades. A pesar de que todavia existen muchos ensayos en fase preclinica
acerca de este tratamiento, es seguro que las CAR T constituyen la siguiente era del
tratamiento, especialmente en cancer.
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