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1. Tabla de abreviaturas

Abreviatura Significado

ENT Enfermedades no transmisibles

ASR Tasa estandarizada por edad

AJCC Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer
PKO Knockout a Perforina

APC Célula Presentadora de Antigeno

DAMP Patrones moleculares asociados a dafio

DC Célula dendritica

PRR Receptor de reconocimiento de patrones

CTL Linfocito T Citotoxico

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad

TCR Receptor de linfocitos T

IL-2 Interleucina 2

NK Natural Killer

Treg T reguladores

MDSC Células supresoras derivadas de mieloides
GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
ACT Terapia celular adoptiva

TIL Linfocitos infiltrantes de tumores

ADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
ADCP Fagocitosis celular dependiente de anticuerpos
CDC Citotoxicidad dependiente de complemento

FDA Administracion de alimentos y medicamentos
CTLA-4 Antigeno 4 del linfocito T citotoxico

PD1, PD-L1y PD-L2

Via de muerte programada 1, ligando 1y 2 de muerte programada

ITIM

Motivo inhibidor basado en tirosina de inmunoreceptor

ITSM

Motivo de cambio basado en tirosina de inmunoreceptor




2. Resumen

El melanoma es un cancer de piel que afecta a los melanocitos y es el de mayor
mortalidad entre todos los canceres cutdneos. La incidencia de melanoma es variable y se
relaciona principalmente con los indices de radiacion UV y los fototipos cutaneos
poblacionales.

La inmunoterapia como tratamiento para el cancer, desde la toxina de Coley hasta los
anticuerpos monoclonales inhibidores de punto de control, ha significado grandes avances en
la sobrevida de los pacientes con cancer. En melanoma, se han estudiado diferentes
inmunoterapias como citoquinas, terapia celular adoptiva y el uso de anticuerpos
monoclonales. Esta Ultima inmunoterapia es la que ha obtenido mayor eficacia contra el
melanoma. Sin embargo, la toxicidad asociada sigue siendo relevante y un porcentaje
importante de los pacientes presenta refractariedad primaria o secundaria por lo que es
necesario buscar nuevas estrategias terapéuticas que puedan ser usadas en conjunto con las
terapias actuales. En los ultimos afios se ha estudiado el uso de lisados tumorales y/o
compuestos derivados de tumor, para la activacion de una respuesta antitumoral eficaz.
Actualmente, este tipo de inmunoterapias estan siendo evaluadas en pacientes con melanoma
en un ensayo clinico de fase | que se desarrolla en el Hospital del Salvador, Santiago de
Chile.

La presente revision bibliografica tiene por objetivo realizar una exhaustiva
investigacion sobre las principales inmunoterapias para cancer y melanoma, desde los inicios
hasta las nuevas terapias en estudio. Conjuntamente, se describe la inmunologia del cancer.
De esta manera, la revision proporciona una bibliografia detallada sobre inmunologia del
cancer e inmunoterapias para melanoma, haciendo énfasis en la relevancia de generar

nuevas terapias, y continuar trabajando desde los diferentes enfoques investigativos.



3. Epidemiologia del cancer y melanoma

La mayor parte de la poblacién mundial tiene una esperanza de vida igual o superior a los 60
afios de vida. Este aumento en la esperanza de vida conlleva un cambio del perfil
epidemioldgico, pasando del predominio de muertes por enfermedades infecciosas a principio
del siglo XX, a una mezcla de patologias transmisibles y no transmisibles, con un predominio
cada vez mayor de estas Ultimas (1). EI cambio en la estructura poblacional sumado a las
conductas y habitos de vida han influido en el aumento de la morbimortalidad por
enfermedades no transmisibles (ENT), tanto agudas como cronicas. En comparacion con los
avances Yy esfuerzos en la lucha contra las enfermedades transmisibles que se observaron
durante el siglo XX, numerosos estudios indican que no hay un evidente progreso en la
prevencion (en todos sus niveles) y control de muertes prematuras por ENT. En 2016, las ENT
representaron el 71% de las defunciones mundiales, y el 85% de 15 millones de defunciones
prematuras (entre los 30 y los 70 afios) se produjeron en paises de ingresos bajos o medianos
).

Dentro de las ENT, el cancer es una de las principales causas de muerte. Para el afio 2018
se diagnosticaron 18,1 millones de personas con cancer y 9,6 millones murieron a causa de
la enfermedad (3).

En Chile, el afio 2019, el cancer se transformé en la primera causa de muerte luego de las
afecciones al sistema circulatorio y cardiovascular, a pesar de que el Plan Nacional del Cancer
(PNC) estimaba que esto ocurriria el afio 2023 (4). Concordante con esto, Chile ha mostrado
un aumento rapido y constante de la tasa de mortalidad por esta causa, de 115 muertes por
cancer por cada 100.000 habitantes el afio 1997, a 143 muertes por cancer cada 100.000
habitantes al 2015 (5).

Al comparar los datos de Chile con otros paises de América del sur, nuestro pais ocupa el

tercer lugar de las muertes causadas por cancer, después de Argentina (tasa de mortalidad



de 155 por 100.000 habitantes) y Uruguay (tasa de mortalidad de 246,9 por 100.000

habitantes) (6).

El melanoma representa del 4 al 5% de todos los canceres de piel, sin embargo, entre
ellos es el que mas mortalidad posee (7). A nivel mundial, Para el afio 2020 el melanoma tuvo
324.635 de casos nuevos con 57.043 muertes, una tasa de incidencia estandarizada por edad
(ASR: Age Standardized Rate) de 3,4 por 100.000 habitantes y una tasa de mortalidad
estandarizada por edad de 0.56 por 100.000 habitantes (8). Las tasas de incidencia y
mortalidad estandarizadas por edad para el melanoma varian enormemente segun la regién
y la poblacién analizada. A manera de ejemplo, Australia y Nueva Zelanda tienen un
porcentaje importante de la poblacién con fototipos cutaneos muy claros y soportan indices
de radiacion UV elevados, y poseen las ASR de incidencia y mortalidad mas altas del mundo,
de 35,8 y 2,7 por 100.000 habitantes, respectivamente (8). En cambio, regiones asiaticas,
caribefias y africanas poseen ASR de incidencia y mortalidad menores a las mundiales, por
ejemplo, Asia del sur posee ASR de incidencia y mortalidad de 0.45 y 0,20 por 100.000
habitantes (8).

En Chile hay escasas cifras que puedan revelar la realidad nacional del melanoma ya que no
existe un sistema de registro nacional de cancer. Existen dos registros poblacionales
integrados a la International Agency for Research on Cancer (IARC, Institucién parte de la
OMS que investiga y coordina informacion sobre cancer), los registros de la region de los Rios
y de la regién de Antofagasta. Dichos registros muestran que para el afio 2008 hubo una tasa
de incidencia de 2,6 casos por 100.000 habitantes con una tasa de mortalidad estandarizada
promedio de 0,77 muertes por 100.000 habitantes (9).

Alonso y colaboradores estudiaron la epidemiologia del melanoma cutédneo en Chile entre los
aflos 1983 a 2008, basado en una revision de la literatura y del andlisis de las bases datos
oficiales de mortalidad del Ministerio de Salud de Chile. En este trabajo publicado el 2011,
estimaron una tasa de incidencia estandarizada estimada para el afio 2008 de 2,2 y una tasa
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de mortalidad estandarizada de 0,65 por 100.000 habitantes. Ademas, al realizar el analisis
de la mortalidad por melanoma estandarizadas por edad y sexo segun regiones entre 1990 a
2008, se observan tasas mas altas en la regién de Magallanes y la Antartica Chilena y la
region del Biobio (1,01 y 0,95 muertes por 100.000 habitantes respectivamente). Mientras que
la regién de Aysén y la antigua region de Tarapaca (actualmente, regién de Aricay Parinacota
y region de Tarapacd) registraron las menores tasas de mortalidad (0,38 y 0,46 muertes por
100.000 habitantes) (9).

Adicionalmente, Szot Meza y cols., muestran gque la Regidon Metropolitana posee la mayor
mortalidad, seguido de la zona sur que concentra entre el 25 y el 29% del total de muertes por
melanoma en Chile. Si bien, por localizacién geografica la zona sur no es la que posee mayor
radiacion UV del pais, tiene la mayor parte de la poblacién de inmigrantes europeos y
descendientes que poseen fototipos claros, lo que explicaria la mortalidad por melanoma en

dicha zona (10).

4. Melanoma

El melanoma es un tipo de cancer de piel que afecta a los melanocitos, células
pigmentarias de la piel. Se produce por el crecimiento y la multiplicacion descontrolada de
estas células que invaden la piel y tejidos adyacentes y metastatizan hacia érganos a distancia

(12).
4.1 Clasificacion clinica de melanoma

Clinicamente, se puede clasificar los tumores primarios de melanoma en:

e Melanoma de extension superficial (SSM): Es el tipo mas comun de melanoma (70% de
los casos). Pueden surgir de novo o en asociacién con un nevo melanocitico, cambiando
su forma, color y tamafo (12). Experimenta un crecimiento inicial horizontal y tiende a
elevarse cuando entra en fase de crecimiento vertical. El criterio clinico mas importante es

la asimetria y el cambio de color de la piel (13).
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Melanoma nodular (NM): Representa entre 15 a 30% de los melanomas. Posee una fase
de crecimiento horizontal relativamente corta antes de entrar en crecimiento vertical y
formar un tumor nodular, puede desarrollarse en nevus o de novo. La mayoria de los NM
representan nddulos relativamente homogéneos, de color negro, negro azulado o marron,
de superficie lisa. Es frecuente la ulceracién y sangrado (13).

Melanoma lentigo maligno (LMM): Es un tumor comuln en personas mayores caucasicas
con piel expuesta al sol de manera crénica. Por lo general se encuentra en la cara. El LMM
tiene multiples colores, incluida areas blancas ocasionales de regresién, asi como varios
tonos oscuros, sus bordes suelen ser irregulares (13).

Melanoma Lentiginoso acral (ALM): Se desarrollan principalmente en los dedos, con
frecuencia en el primer ortejo del pie o el pulgar. Suele surgir de la matriz ungueal, y menos
frecuente del lecho o el pliegue ungueal. También puede aparecer en las palmas y las
plantas. Una macula irregularmente pigmentada se presenta por un largo tiempo, para
eventualmente formar un componente nodular. Cuando se localiza en el pliegue ungueal

se produce una decoloracién de la ufia (13).
4.2 Etapificacion clinica de melanoma

La etapificacion del cancer es el proceso que determina dénde se encuentra y hasta

donde se ha propagado el cancer, permite estimar un prondstico preciso y determinar el

tratamiento y el seguimiento del paciente (14). En 2017, se publicé la octava edicién del

sistema de etapificacion del melanoma del American Joint Committee on Cancer (AJCC). El

sistema de la AJCC determina el estadio del melanoma a través de varios factores, como el

indice de Breslow (medida de la profundidad hasta la que crece el melanoma), la presencia o

ausencia de ulceracion del tumor primario, la presencia o nimero de ganglios linfaticos

regionales afectados, la presencia o ausencia de metastasis in transito, metastasis satélite y/o
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microsatélite, y la presencia de metastasis en érganos a distancia (14, 15). La etapificacién
clinica se divide en 4 etapas:

Etapa I: La enfermedad se encuentra localizada y el tumor no ha atravesado la membrana
basal de la piel. Etapa Il: La enfermedad permanece localizada o aparentemente localizada,
pero células neopldsicas ya atravesaron la membrana basal de la piel. Etapa Ill: La
enfermedad es regional y se define por la presencia de metastasis en ganglios linfaticos
regionales y/o metastasis en transito, metastasis satélite y metastasis microsatélite. Etapa IV:
La enfermedad metastasica a distancia, esta etapa incluye metastasis a distancia en pulmén,

sistema nervioso central y otros 6rganos (14, 15).

4.3 Factores de riesgo para melanoma

Existen multiples factores de riesgo que contribuyen a la aparicion y progresion del
melanoma. Se pueden clasificar en factores de riesgo modificables y factores de riesgo no
modificables.

Entre los factores de riesgo modificables esta la exposicion a radiacion ultravioleta. Este es el
factor de riesgo exdgeno mas conocido e investigado que contribuye al desarrollo de
melanoma (16). La radiacion UV ha sido clasificada como carcindégenica y es reconocida por
su capacidad para dafiar el ADN de manera directa e indirecta, ya sea a través de la
exposicion a la luz solar como a la utilizacién de camas solares (las que por este motivo su
uso ha sido prohibido) (16). El principal factor de riesgo para sufrir melanoma es el
antecedente de quemaduras solares en la nifiez (17).

Los dos principales tipos de radiacién UV responsables de causar dafios cancerigenos son el
UVA (315-400 nm) y la UVB (280-315 nm), siendo la UVA la més abundante en la radiacion
solar (95%) pudiendo alcanzar la dermis de la piel. Por el contrario, la radiacion UVB

representa una pequefia fraccion de la radiacion solar que llega a la piel, pero su efecto es
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muy dafino (18, 19). El dafio directo al ADN es generado principalmente por la radiacion UVB,
por la formacion de fotoproductos generados entre las bases de pirimidina. Si bien el
organismo posee mecanismos de reparacion, llamado reparacion por escisién de nucleotidos
(NER), cuando no es posible reparar, el dafio del ADN por radiacion UVB conduce a la
acumulacién de mutaciones, lo que predispone a la carcinogénesis y el envejecimiento
prematuro de la piel (18-20). A su vez, el UVA puede generar dafio directo en el ADN, pero
ademas puede dificultar la eliminacién de los fotoproductos UV del ADN a través de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (estrés oxidativo) que dafia tanto al ADN como
a las proteinas de reparacion de ADN, que en Ultima instancia promueve los eventos
mutagénicos que dan paso a la carcinogénesis de la piel (19-21).

Dentro de los factores de riesgo no modificables esta la raza, el fenotipo cutaneo, la edad, el
sexo, el historial familiar, el nimero de nevus melanociticos y la susceptibilidad genética. Los
nevos melanociticos son acumulaciones benignas de melanocitos o células nevos, de origen
congénito o adquirido (12). EI nimero de nevos comunes es un factor de riesgo importante
para melanoma, con un riesgo relativo sustancialmente mayor asociado a la presencia de 100
0 mas nevos en comparacién con menos de 15 (22). Asimismo, cerca de un 30% de los
melanomas se encuentran histopatolégicamente asociados a un nevo melanocitico previo
(23).

El melanoma, a diferencia de otros tumores, es mas frecuente en personas de mediana edad,
con una mediana de edad en el diagnéstico de 57 afios (24). Segun Markovic y cols, los
hombres serian 1,5 veces mas propensos a desarrollar melanoma versus las mujeres (25).
Interesantemente, la prevalencia de melanoma varia segun la edad. La tasa de incidencia de
melanoma es mayor en mujeres hasta llegar a los 40 afios, mientras que en edades mas
avanzadas la incidencia de melanoma es casi 3 veces mayor en hombres que mujeres (12).
En cuanto a las caracteristicas fenotipicas, el metaanalisis realizado por Gandini y cols.
demostré que las personas de tez clara y cabello rubio o rojo con muchas pecas, y las
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personas de piel y cabello mas oscuro con recuento alto de nevus melanociticos, son dos
grupos de alto riesgo a melanoma. Ademas, las personas de tez oscura son menos
fotosensibles que los grupos mencionados anteriormente, por lo que poseen un menor riesgo
(26).

En relacién con los antecedentes familiares y los factores genéticos, los individuos con
historial familiar de melanoma poseen un mayor riesgo para la enfermedad (27). Alrededor del
10% de los melanomas ocurren en grupos familiares, que se asocia principalmente con la
alteracion de genes reguladores del ciclo celular. El gen supresor de tumores inhibidor de la
cinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A) se encuentra mutado en gran parte de los casos
de melanoma familiar, este gen codifica las proteinas p16INK4A gue regula la transicion de la
fase G1 a S en el ciclo celular. Y la proteina p14ARK que inhibe la desintegracién del supresor
de tumores p53, incluido en el contexto de dafio celular inducido por UV (28).

El otro 90% de los melanomas son esporadicos. La transformacién maligna del
melanoma sigue un modelo secuencial que resulta en la activacién constitutiva de
transducciones de sefiales oncogénicas (28). El genoma del melanoma posee la mayor carga
de mutaciones de todos los tipos de cancer, el estudio realizado por The Cancer Genome
Atlas Network (TCGA) en 333 melanomas primarios y/o metastasicos revel6 una tasa de
mutacién media de 16,8 mutaciones por megabase. La mayoria de los melanomas mostraron
una alta fraccion de transiciones C>T en las dipirimidinas, atribuibles a la radiacion UV, y
mutaciones CC>TT (29). Los principales genes significativamente mutados estan dominados
por mutaciones en las vias de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) (29). Las
vias MAPK son vias de sefializacion clave en la regulacion de una gran cantidad de procesos
celulares como la proliferacion, diferenciacion y la apoptosis (30).

Dentro de las alteraciones genémicas en melanoma, el subtipo genético mas grande se define
por la presencia de mutaciones en BRAF, con un 52% (n=166) de mutaciones somaticas
BRAF en el total de melanomas en estudio. De ellos, la gran mayoria se dirigen al residuo de
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aminoacido V600 (29). El V600E BRAF es una mutacion de ganancia de funciéon con una
actividad quinasa 10 veces mayor que el BRAF wild type y esta presente en un 70 a 90% de
los melanomas mutantes de BRAF (31). La mutacién activadora BRAF v600 es una
caracteristica tipica de la formacion de nevo benigno, sin embargo, la progresion hacia
melanoma requiere de otras mutaciones adicionales (32). El segundo subtipo genémico
principal se da por la presencia de mutaciones de RAS, con cambios de aminoacidos con
consecuencias funcionales, en los tres miembros de la familia RAS (NRAS, KRAS, y HRAS)
(29). El tercer gen significativamente mutado con mayor frecuencia fue NF1, perteneciente a
la via MAPK, con un 14% de las muestras (29). Por ultimo, el cuarto subtipo fue Triple-WT
(n=46), definido como un subgrupo heterogéneo que se caracteriza por la falta de mutaciones
de punto critico BRAF, N/H/K-RAS o NF1 (29).

En un contexto clinico, estos genes significativamente mutados se utilizan como apoyo
diagnéstico cuando las tinciones inmunohistoquimicas no son concluyentes. Ademas, el
estudio de mutaciones esta indicado en melanomas en etapa lll y IV, ya que la presencia de
la mutacién BRAF aporta informacion valiosa y sugiere que el paciente es candidato para

terapia sistémica dirigida (33).

5. Respuesta Inmune Antitumoral

A mediados del siglo XX, Frank Macfarlane Burnet y Lewis Thomas postulan el concepto de
vigilancia inmune, donde el sistema inmunitario es capaz de inspeccionar, reconocer y
eliminar células tumorales (34, 35). Esta hipotesis fue abandonada transitoriamente, ya que
no se encontraron diferencias en el desarrollo de tumores entre ratones atimicos y ratones
singénicos (36, 37). Posteriormente, se descubrié que los ratones atimicos tienen linfocitos T
funcionales remanentes (38), por lo que los modelos utilizados no eran adecuados para

estudiar la validez de esta teoria.
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En la década de 1990, la disponibilidad de nuevos modelos de ratones inmunosuprimidos
sumado a varios otros hallazgos, pudieron reafirmar la hipotesis de la inmunovigilancia.

En 1994, Dighe y cols demostraron que el interferon-y (IFN-y) protege al huésped contra el
crecimiento de tumores trasplantados y la formacion de tumores primarios inducidos por
carcinogénicos (39). Ademas, se describi6 el papel de la perforina, proteina presente en los
granulos citotéxicos presentes en los linfocitos T citotoxicos y las células Natural Killer. En
estos estudios, se utilizaron ratones deficientes de perforina (PKO) para estudiar la
participaciéon de la perforina en la vigilancia de tumores in vivo, a los cuales se les indujo la
formacion de tumores con metilcolantreno (MCA). En este modelo se observé que los ratones
PKO eran mas propensos a la formacion de tumores en comparaciéon a los ratones wild type,
demostrando que la citotoxicidad directa mediada por CTL y NK era fundamental en las
funciones efectoras antitumorales (40, 41).

La inmunovigilancia tumoral se desarrolla en cuatro etapas principales, inicia con la deteccion
de sefiales de peligro enddgenas y la internalizacion de antigenos tumor especificos o
asociados a tumor por parte de las células presentadoras de antigeno (APC, del inglés Antigen
Presenting Cells). Los patrones moleculares asociados a dafio (DAMP, del inglés Danger
Associated Molecular Patterns) son moléculas que son secretadas, liberadas o expuestas a
la superficie por células moribundas, estresadas o dafiadas. Los DAMPs pueden funcionar
como adyuvantes o sefales de peligro para el sistema inmune. En el contexto tumoral, los
DAMPs como la calreticulina expuesta en la superficie, el ATP secretado y la proteina del
grupo de alta movilidad B1 (HMGBL1) liberada pasivamente, son vitales para la muerte celular
inmunogénica de las células tumorales (42). De esta manera, el estrés celular, la liberacion
de DAMPs y la introduccion de noxas al tumor (como el uso de radioterapias o quimioterapias),
permitiran mantener el contexto inflamatorio, promoviendo la adecuada activacion de las

células dendriticas (43).
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Los antigenos asociados a tumores (TAA, del inglés Tumor-Associated Antigen) son proteinas
propias que muestran diferentes perfiles de expresion entre las células normales y las células
tumorales. La desregulacién de las vias genéticas dada por mutaciones en las células
tumorales da como resultado la expresién atipica de proteinas, que en un contexto normal se
expresan en niveles mas bajos, 0 no se expresan (44, 45). Los TAA se pueden clasificar en
varias categorias segun su patron de expresion en tejidos normales:

e Antigenos de linea germinal: son antigenos que normalmente se expresan en células
de la linea germinal y células trofoblasticas, y que pueden expresarse en una fraccion
sustancial de una amplia gama de tumores, incluido melanoma (e.g., MAGE-A1,
MAGE-A3, y NY-ESO-1) (46). La expresion de antigenos de linea germinal en células
cancerosas puede contribuir con rasgos caracteristicos al fenotipo neoplasico como lo
es el crecimiento descontrolado, resistencia a la muerte celular, potencial de migracién
y crecimiento en sitios distantes (invasion y metastasis) y la capacidad de inducir el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) (47).
En 1991, Van der Bruggen y colabs. identifican el primer antigeno tumoral, un gen que
dirigia la expresion del antigeno MZ2-E, actualmente denominado MAGE-A1, en una
linea celular de melanoma humano. Los investigadores observaron que el gen se
expresaba en células de melanoma y por algunas células tumorales de otros tipos
histolégicos, sin expresion en el panel de tejidos normales (48). En la actualidad, se
conocen los genes de linea germinal tumoral que comprenden MAGE (25 genes
funcionales ubicados en tres grupos MAGE-A, MAGE-B y MAGE-C en el cromosoma
X) y los genes BAGE, GAGE, LAGE/NY-ESO-1y SSX, que son una fuente importante
de antigenos en melanoma y otros canceres (49, 50).

e Antigenos de diferenciacion: Se derivan de proteinas que se expresan tanto en células
tumorales como en células sanas. La mayoria de las investigaciones sobre el potencial
inmunogénico de los antigenos de diferenciacion provienen del estudio del melanoma.
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Los antigenos de diferenciacion de melanoma se expresan en todas las etapas de la
progresion del tumor a partir del melanocito, y la mayoria est4 involucrado en el
proceso de produccién del pigmento de melanina, como lo son gpl100, tirosinasa y
MART-1/melan-A (44, 45).
Por otro lado, los antigenos especificos de tumor (TSA del inglés, Tumor-Specific Antigens)
se generan producto de mutaciones y son especificos para el paciente que porta ese tumor.
En esta categoria encontramos los neoantigenos y los antigenos virales (51).

¢ Neoantigenos: son proteinas que surgen a partir de mutaciones no sinénimas en el
genoma de la célula tumoral (45). Su expresion es especifica de células tumorales de
cada individuo y no se encuentran en células normales, por lo que son altamente
inmunogénicos pudiendo activar al sistema inmune, que los reconoce como extrafios
Yy genera una robusta respuesta inmune (52). Ademas de poseer una inmunogenicidad
mas fuerte que los TAA, no se ven afectados por la tolerancia inmunoldgica central
(53). El desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento ha llevado a
la generacion de datos de secuenciacion y la identificacion de miles de genes
asociados a tumores.

e Antigenos virales: Estan presentes Unicamente en las células tumorales infectadas y
se derivan de virus oncogénicos (45, 49). Los oncovirus expresan sus proteinas
usando la maquinaria de transcripcion y transduccion de las células tumorales, por lo
que sus péptidos antigénicos pueden procesarse y presentarse en MHC clase |,
induciendo una respuesta inmune mediada por células T CD8+ (49). Ejemplos de
oncovirus son los subtipos del Virus del papiloma Humano (VPH), especialmente el
VPH 16 y el VPH 18, una de las principales causas del cancer de cuello uterino y
contribuyen a otros tipos de cancer. Asimismo, la infeccidén crénica por Virus de la

hepatitis B (VHB) es uno de los principales contribuyentes del carcinoma
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hepatocelular. También se ha demostrado el papel oncogénico del virus de Epstein-

Barr (VEB) en varios canceres (45, 54).

Las células dendriticas (DC, del inglés Dendritic cell) son células presentadoras de antigenos
que se encuentran en los tejidos, sangre y 6rganos linfoides. Dentro de las DC existen
multiples subpoblaciones, cada una con propiedades fenotipicas y funcionales distintas y
juntas forman una red celular compleja capaz de integrar multiples sefiales ambientales y
determinar la inmunidad o la tolerancia (55). En el contexto de la inmunovigilancia, las DC
continuamente internalizan y procesan antigenos tumorales y detectan DAMPs a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés Pattern Recognition Receptor). Al
detectar las sefales apropiadas, las DC maduran y expresan receptores de quimiocinas y
moléculas coestimuladoras, necesarias para inducir una inmunidad antitumoral efectiva (56,
57). Las DC presentan antigenos tumorales a través fundamentalmente de presentacion
cruzada en moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major
Histocompatibility Complex) de clase a linfocitos TCD8+, generando la primera sefial de
activacion (56). Ademas, las DC poseen la capacidad de generar la diferenciacion de linfocitos
T CD4+ a linfocitos T helper 1 (Linfocitos Thl) tras la secrecion de la citocina interleucina 12
(IL-2). Los linfocitos Thl son capaces de secretar IFN-y, citocina que promueve la respuesta
inmune celular mediada por CTL y aumenta la expresion de MHC clase | y II. A su vez, los
linfocitos Thl estimulan la actividad de las células fagociticas, como los macr6fagos
proinflamatorios tipo M1, y la citotoxicidad mediada por células NK (del inglés Natural Killer)
(58).

Las DC proveeran de sefiales coestimuladoras necesarias para la activacion de las células
TCD8+, como los ligandos CD70 y CD80/CD86 de las DC unidos a sus respectivos receptores

CD27 y CD28 expresados en células T CD8+. Otras vias coestimuladoras involucradas en el
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activacion de células T mediadas por DC son los ejes de sefalizacién CD40-CD40L, CD137—
CD137L, OX40-0OX40L, GITR-GITRL y CD70-CD27 (56).

La migracion efectiva de los linfocitos activados al tejido tumoral, y su extravasacion para
interactuar con las células transformadas, constituye la tercera etapa de la vigilancia
inmunolégica tumoral. Esta etapa es limitante en tanto los vasos de neoformacion que nutren
a los tumores son resistentes en general a la extravasacion de células inmunes hacia el tejido
tumoral (43).

Por ultimo, en la cuarta etapa se ejecutan los mecanismos efectores de la inmunidad que
deben conducir a la eliminacion de las células transformadas. Los CTL destruyen a las células
tumorales que expresan el antigeno asociado a la clase | del MHC que ellos reconocen. El
principal mecanismo de muerte de la célula tumoral mediada por CTL es la exocitosis de
proteinas citotoxicas (almacenadas en granulos citoplasmaticos), desencadenando la
apoptosis de la célula transformada. Las principales proteinas contenidas en los granulos del
CTL son las granzimas Ay B y la perforina. La perforina facilita la liberacion de las granzimas
en el citosol mediante la formacién de poros en la membrana de la célula diana. Una vez
ingresadas las granzimas en el citosol, escinden varios sustratos, como caspasas, € inician la
muerte apoptotica de la célula (59).

La otra via utilizada por los CTL para eliminar las células diana, independiente de granulos,
es mediada por las interacciones de moléculas de membrana en el CTL y en la célula tumoral.
Los CTL ya activados expresan ligando de FAS (FasL) que se une al receptor mortal Fas
presente en la célula diana. Esta interaccion da a lugar a la activacién de las caspasas y a la
apoptosis del objetivo que expresa Fas (59).

No solo la inmunidad adaptativa contribuye a la vigilancia inmunitaria. Las células NK son
células efectoras del sistema inmune innato, perteneciente a la familia de células linfoides
innatas (ILC, del inglés Innate Lymphoid Cell). Son células asesinas profesionales que
reconocen y destruyen rapidamente las células peligrosas, como las células estresadas,
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extrafias, infectadas o transformadas (60). Las células NK, a diferencia de las células By T,
no expresan receptores de antigenos, sino combinaciones de receptores activadores e
inhibidores. El balance neto de sefiales estimulantes versus supresoras a través de los
diversos receptores resulta en una respuesta inmune o la tolerancia a la célula diana. La
activacion de las células NK es suprimida por la unién de receptores inhibitorios a moléculas
MHC de clase | (61).

Las células NK liberan proteinas citotoxicas como la perforina y granzima, que provocan la
apoptosis en las células dianas (62). Ademas, poseen otros mecanismos para inducir la
apoptosis de la célula diana, como la activacién via ligando FAS o el ligando inductor de
apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) expresados por las células NK. Asimismo, las células
NK poseen la capacidad de regular otras células, como las células dendriticas, a través de la
secrecion de citoquinas y factores de crecimiento (IFN-y y TNF) (63).

Las células NK pueden reclutarse al sitio de tumorigénesis por quimiocinas proinflamatorias
producidas en el microambiente tumoral (TME). Muchas células neoplasicas disminuyen la
expresion de moléculas MHC | para evadir la deteccién por CTL, y para evadir a las células
NK expresan moléculas de histocompatibilidad no clasicas (61).

Si el sistema inmune es capaz de reconocer y destruir células transformadas o
neoplasicas, ¢por qué entonces los canceres ocurren en personas inmunocompetentes?
Dunn y cols. propusieron un concepto més amplio y refinado de la inmunovigilancia que daba
respuesta a la formacién de tumores en pacientes inmunocompetentes; la inmunoedicion del
cancer, donde se describe mas apropiadamente las acciones duales del sistema inmune que
protegen al huésped y esculpen el tumor, que no soélo previene sino también dan forma a la
enfermedad neoplasica (64). Este proceso se describe en tres fases:

e Eliminacion: Corresponde a la inmunovigilancia, donde se elimina de manera exitosa
el tumor en desarrollo, representa el proceso de edicion completo sin progresion a las

fases posteriores (64).
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e Equilibrio: Representa el proceso por el cual el sistema inmunitario del huésped y la
célula neoplasica que haya sobrevivido al primer proceso de eliminacion entran en un
estado de equilibrio dinamico. Existiria un proceso de seleccion donde muchas de las
variantes de la célula tumoral se destruyen, pero surgen nuevas variantes que portan
diferentes mutaciones que le otorgan una mayor resistencia al ataque inmunitario (64).

e Escape: Es el proceso en el cual las variantes tumorales sobrevivientes que
adquirieron resistencia a la deteccion y/o eliminacion inmunoldgica a través de
cambios genéticos o0 epigenéticos se expanden descontroladamente, resultando en
progresion de la enfermedad clinicamente observable, que provoca la muerte del
paciente (64).

A pesar de la gran maquinaria inmunolégica empleada en la eliminacion de las células
transformadas, la inmunovigilancia tumoral se ve alterada debido a que las células tumorales
provienen de la transformacién neoplasica de células propias, para las cuales existen diversos
mecanismos de tolerancia y evasion inmune. La evasion inmune de los tumores estd mediada
por células como; células T reguladoras (Treg), principales responsables de la supresiéon
inmunitaria en el microambiente tumoral; células mieloides, especialmente las "células
supresoras derivadas de mieloides" (MDSC); DC supresoras y macréfagos M2 y M1 que,
activados alternativamente, infiltran el tumor y producen factores que promueven su
crecimiento. Por otra parte, el medio ambiente tumoral va a generar las condiciones para la
progresion tumoral, la generacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) alrededor del
tumor y la invasion tisular al favorecer la extravasacion celular y la transformacion

mesénquimo-epitelial, lo que facilita el desarrollo de metastasis(65, 66).
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6. Inmunoterapias

La capacidad del sistema inmunitario de reconocer y eliminar las células tumorales
generd que en las dltimas décadas la comunidad cientifica se enfocara en la inmunoterapia

como un nuevo pilar de tratamiento contra el cancer.
6.1 Primeros avances en inmunoterapia

Los primeros origenes de la inmunoterapia se remontan al siglo XIX, cuando Wilhelm
Busch y Friedrich Fehleisen, independientemente, describieron una asociacion entre el estado
inmune y el cancer al notar una regresion en los tumores de pacientes con cancer luego de
infecciones por erisipela (infeccion superficial de la piel causada comunmente por
Streptococcus pyogenes) (67). William Coley, reconocido como el padre de la inmunoterapia
contra el cancer, al observar estos antecedentes, trabajé en pacientes con céancer
inoculandolos con estreptococos causantes de erisipela, una version primitiva de la llamada
toxina de Coley. Si bien este método funcionaba y se lograba la reduccién e incluso la
regresion completa del tumor, los pacientes podian morir por la infeccién. Luego de varias
preparaciones diferentes, llega a la creacion de la toxina de Coley, una mezcla de
Streptococcus pyogenes y Bacillus prodigiosus (actualmente Serratia marcescens) muertos
por calor, que obtuvo altas tasas de éxito en el tratamiento de pacientes con sarcoma y
cimentd las bases de la inmunoterapia (68). La toxina de Coley, es dejada de lado cuando la

radioterapia comienza a ser utilizada como tratamiento del cancer.

6.2 Citoquinas

Mas tarde, es identificada la interleucina 2 en los sobrenadantes de cultivo de
leucocitos activados por antigenos o mitégenos. Estos sobrenadantes contenian un factor de

crecimiento capaz de estimular el crecimiento selectivo de linfocitos (69). Tras el aislamiento
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definitivo y produccion en grandes cantidades de la IL-2, comenzd su utilizacion en ensayos
clinicos.

La IL-2 es una citocina secretada principalmente por linfocitos que estimula su proliferacién
(70). Los estudios iniciales concluian que la IL-2 cumplia un rol meramente inmunoestimulador
en el desarrollo de los linfocitos T efectores. Sin embargo, estudios en ratones que carecian
de IL-2/IL-2R mostraron signos de autoinmunidad y la proliferaciéon descontrolada de células
T activadas (71). Dichas observaciones revelaron el rol fundamental de la IL-2 en mecanismos
inmunoregulatorios. En 1985, Lotze y cols. administraron interleucina 2 recombinante derivada
de Escherichia coli a 20 pacientes con una variedad de tumores malignos, y demostraron la
expansion de células linfoides en sangre periférica, pero sin observar respuestas
antitumorales (72). Una via alternativa fue la combinacion de la inmunoterapia adoptiva con
células NK activadas por linfocinas (LAK) mas IL-2, lograron mostrar la regresion de
metastasis pulmonares y hepéticas en modelos murinos (73). Se realizaron ensayos clinicos
en 25 pacientes con cancer metastasico, donde se observo una regresion objetiva del cancer
(superior al 50% del volumen tumoral) en 11 de los 25 pacientes (74). Estos resultados fueron
la primera demostracion de que la administracion de IL-2 era capaz de mediar la regresion
tumoral en humanos.

El mismo grupo de investigadores, realizd los primeros ensayos clinicos en pacientes con
melanoma. En 10 pacientes con diferentes tumores, se les administré varios ciclos de altas
dosis de IL-2 recombinante. Tres de seis pacientes con melanoma experimentaron una
regresion objetiva del tumor, con una disminucién superior al 50% del volumen (75). Con este
hallazgo, se comenzaron a realizar ensayos clinicos para el tratamiento de IL-2 en pacientes
con melanoma metastasico.

El andlisis de los estudios multicéntricos de 270 pacientes con melanoma metastasico
tratados con dosis altas de IL-2 recombinante demostré una tasa de respuesta objetiva

general del 16%, de 17 pacientes con respuesta completa y 26 pacientes con respuestas
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parciales. La mediana de duracion de la respuesta para pacientes con respuesta completa no
se alcanzé, y en pacientes con respuesta parcial fue de 5,9 meses (76). Con base en la
eficacia y durabilidad de las respuestas de estos ensayos, en 1998 la Administracion de
Drogas y Alimentos aprobd la IL-2 como tratamiento de pacientes con melanoma metastésico
(77). Sin embargo, el uso de IL-2 est4 limitado por la alta toxicidad sistémica y la expansion
de las células T reguladoras (78, 79).

A raiz de la inmunoterapia con IL-2, surgieron estudios de otras citoquinas para la
inmunoterapia contra el cancer, como el interferén alfa (IFN-a), y el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF).

El interferon alfa (IFN-a), descrito por primera vez en 1947, en el contexto de su
actividad antiviral (80). Afios mas tarde, Gresser y cols. describen la actividad antitumoral de
IFN-alfa en ratones con tumores espontaneos, ratones inyectados con oncovirus o células
tumorales trasplantadas, demostrando que la citocina podria inhibir el crecimiento de tumores
primarios asi como el desarrollo de metastasis (81, 82). Los interferones de tipo | se producen
principalmente en las células dendriticas plasmocitoides, son inductores de apoptosis de las
células tumorales y poseen un efecto anti-angiogénesis en el tumor. El interferén de tipo |
también puede activar directamente células del sistema inmune, como las células dendriticas
y las células T CD4 y CD8. Ademas, puede aumentar la presentacion de antigenos de las
células tumorales para ser reconocidas por los linfocitos T (83).

En 2011, la FDA aprobé el uso de peginterferén alfa-2b (PEG-IFN, una variante modificada
del IFN-a que aumenta su vida media en circulacién) para el tratamiento adyuvante de
pacientes con melanoma con compromiso linfonodal post reseccién quirtrgica definitiva. Su
aprobacioén se basé en el ensayo multicéntrico abierto con 1256 pacientes. Los pacientes, una
vez realizada la reseccion, fueron aleatorizados a PEG-IFN por 5 afios. El intervalo de
supervivencia libre de recaidas fue significativamente mas largo en pacientes tratados con
PEG-IFN. Sin embargo, los pacientes presentaban reacciones adversas graves como fatiga,
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aumento de las enzimas transaminasas y pirexia. El 33% de los pacientes debieron interrumpir
el tratamiento por las reacciones adversas (84).

El uso de citocinas como terapia contra el cancer marcé las bases de la inmunoterapia, ya
que fueron las primeras demostraciones tacitas de que la inmunoterapia puede inclinar la
balanza entre la respuesta antitumoral y el cancer a través de respuestas objetivas duraderas.
Aun asi, su baja efectividad y alta toxicidad provoco6 que esta inmunoterapia quede relegada

a otras inmunoterapias mas eficientes y menos toxicas.
6.3 Terapia Celular Adoptiva (ACT)

En 1988, el grupo liderado por Steven A. Rosenberg describié por primera vez la
terapia celular adoptiva (ACT), un tratamiento que utiliza los linfocitos T autélogos con
actividad antitumoral, expandidos in vitro y reinfundidos al paciente, frecuentemente
acompafiado de factores de crecimiento apropiados para estimular su supervivencia y
expansion in vivo (85).

Los primeros ensayos clinicos se realizaron en pacientes con melanoma metastasico, que
fueron tratados con transferencia adoptiva de TIL e IL-2, después de recibir una dosis Unica
de ciclofosfamida. Se observé una regresion objetiva del cancer en 9 de 15 pacientes sin
tratamiento previo de IL-2 y en 2 de 5 pacientes que experimentaron un fracaso frente al
tratamiento con IL-2 previo. La regresién tumoral ocurri6 en diferentes sitios anatémicos y dur6
de 2 a méas de 13 meses (86). Estos resultados abrieron una nueva linea de investigacién en
la inmunoterapia contra el cancer.

El analisis retrospectivo de 86 pacientes con melanoma metastasico tratados con TIL
autélogos mas IL-2 mostré una tasa de respuesta objetiva general del 34% y fue similar en
pacientes tratados con TIL e IL-2 solos (31%) o junto con ciclofosfamida (35%). Los efectos
secundarios del tratamiento fueron transitorios en la mayoria de los pacientes (87). A pesar

de lo prometedor de los resultados, la persistencia de las células transferidas in vivo fue breve,
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en estudios adicionales se observé que, a la primera semana, solo el 0,01% de las células en
circulacion eran células transferidas (85). Este problema se explicaba principalmente por el
rol de las células T reguladoras al inhibir la funcién de las células T CD4+ autorreactivas y las
células T CD8+ efectoras (88). Ademas, los linfocitos endégenos normales competian con las
células transferidas por las citoquinas homeostaticas, como la IL-7 y la IL-15 (89). Por lo que
la linfodeplecion previa al ACT seria un componente clave para el tratamiento ya que elimina
las células T reguladoras y los linfocitos que compiten por citocinas. Es asi como afios mas
tarde y con el auge del conocimiento de los antigenos tumorales, Dudley y cols. elaboraron
una ACT para pacientes con melanoma metastésico a partir de células T reactivas tumorales
altamente seleccionadas dirigidas contra antigenos de diferenciacion sobreexpresados
(MART-1), tratados con quimioterapia inmunodepletora previa (ciclofosfamida y fludarabina).
Este nuevo enfoque de la ACT result6 en el rapido crecimiento in vivo de poblaciones clonales
de células T especificas para el antigeno MART-1, lo que condujo a la regresién del melanoma
metastésico (90).

El principal problema con la aplicacion de ACT, que el mismo Rosenberg expone, es que
consiste en un tratamiento altamente personalizado, con importantes reacciones
adversas, laborioso y que requiere experiencia de laboratorio, lo que dificulta su

comercializacion (85).
6.4 Terapia de anticuerpos

La inmunoterapia basada en anticuerpos representa una de las estrategias mas
eficaces entre las inmunoterapias contra el cancer, se basa en la afinidad de la regiéon Fv por
un objetivo antigénico especifico, asi como la capacidad de la region Fc para involucrar
componentes del sistema inmune del huésped (91). Los mecanismos de accion de los
anticuerpos monoclonales pueden ser por el blogueo de una sefial favorable a la

supervivencia del tumor, y la facilitacion de la destruccion de células tumorales posterior al
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reconocimiento de un blanco en la superficie de las células tumorales, en las que se incluye
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la fagocitosis celular dependiente
de anticuerpos (ADCP) y la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) (91, 92).
Rituximab fue el primer anticuerpo aprobado por la FDA y la Agencia Europea de
Medicamentos para el tratamiento de una neoplasia. Consiste en un anticuerpo monoclonal
quimérico anti-CD20 humano/murino con una eficiencia establecida y un perfil de seguridad
favorable y definido en pacientes con diversas neoplasias linfoides que expresan CD20, como
el 90% de los linfomas no hodgkin (93). La eliminacion de células CD20+ por rituximab es
mediada principalmente por ADCC, en menor proporcion por CDC, y también hay un efecto
directo de activacién de vias de sefializacion y las membranas celulares luego de la unién a
CD20 (94).

Otro anticuerpo relevante que media su accionar través de ADCC es trastuzumab, aprobado
por la FDA en 1998, consiste en un anticuerpo monoclonal utilizado como tratamiento estandar
en cancer gastrico metastasico y cancer de mama, cuando las células tumorales
sobreexpresan el receptor HER2 (95). Ademas de la eliminacion de células HER2 positivas
mediante ADCC, la union trastuzumab con el dominio extracelular del receptor de
transmembrana HER2 induce la internalizacion y degradacién del receptor HER2 a través de
ubiquitina ligasa c-CBL. Por ultimo, la unién extracelular del anticuerpo y el epitopo conduce
a la inhibicion de la sefializacion posterior a través de las vias RAS/MAPK y PI3K/AKT, lo que
finalmente suprimiria la sefializacion de crecimiento y proliferacién celular (96).

Los primeros ensayos clinicos mostraron respuestas objetivas en el 21% de un total de 213
pacientes, con 7% de pacientes con respuestas menores y 30% con enfermedad estable.
Ademas, al usar trastuzumab en combinacion con quimioterapia aumentaba las tasas de
respuestas a 49%, con una mediana de tiempo mayor hasta la progresion de la enfermedad,
una tasa de supervivencia al afilo mas alta y un aumento significativo de supervivencia global
(97).
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Estudios méas recientes demuestran que usar trastuzumab junto a la quimioterapia en
pacientes con cancer de mama HER2 positivo en estadio temprano reduce la recurrencia y
mortalidad en un tercio de los pacientes (95, 98).

El cadncer de mama HER2/neu+ se caracterizaba por una evolucion agresiva y de peor
prondstico sin tratamiento. EI manejo en base a quimioterapia y los agentes anti-HER2 ha
cambiado su evolucion, mejorando la sobrevida libre de enfermedad, asi como la

supervivencia general (99).
6.5 Blogueadores de punto de control

En 1987, se identifico el antigeno 4 de linfocitos T citotdéxicos (CTLA-4), una proteina
de 223 aminoacidos perteneciente a la superfamilia de inmunoglobulinas, cuya expresién se
daba principalmente en linfocitos activados (100). Mas tarde, se observo que CD28 y CTLA-4
eran similares en estructura, secuencia, y ubicacion de genes (101). Sin embargo, los niveles
de expresién en linfocitos eran distintos, mientras que la expresion de CD28 basal en las
células T era alta, CTLA-4 se expresa a niveles basales bajo y aumentaba su expresién
fuertemente luego de la activacion del linfocito. La similitud de secuencia entre CD28 y CTLA-
4 era mayor en el dominio extracelular, por lo que se unian a los mismos ligandos, CD80 y
CD86, no obstante CTLA-4 se une con mayor avidez y afinidad (102, 103). Las moléculas
CD28 y CTLA-4 transducen sefales opuestas a los linfocitos, mientras que CD28 emite
sefales coestimuladoras, CTLA-4 genera sefales inhibidoras al interactuar con el receptor de
antigeno de la célula T, inhibiendo la proliferacién y la secrecién de IL-2 (104). Los
experimentos en ratones knockout para CTLA-4 desarrollaban trastornos linfoproliferativos
autoinmunes, por lo que la regulacion negativa de células T activadas es vital para la
homeostasis de los linfocitos.

Hoy en dia, CTLA-4 es hien reconocido como un punto de control inmunitario clave y ha

cobrado relevancia significativa como diana terapéutica en el campo de la autoinmunidad y el
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cancer. CTLA-4 se expresa constitutivamente en la superficie celular de linfocitos T
reguladores, a diferencia de las células T CD4+ y CD8+ que expresan CTLA-4 en su superficie
después de la activacion. Los mecanismos por los que CTLA-4 regula negativamente la
activacion de linfocitos se basan en funciones de tipo intrinseco en la célula, es decir, afectan
a las células T que expresan CTLA-4, o extrinseco a la célula, afectando células secundarias
(105).

La sefalizacion intrinseca de CTLA-4 regula su localizacion celular y tiene la capacidad de
aumentar la motilidad de las células T y anula la sefial de para inducida por TCR requerida
para la formacion de conjugados estables entre las células T y APC, lo que reduce el tiempo
que dura la interaccién entre células (105, 106).

La funcion inhibitoria de células T se da de manera extrinseca, principalmente porque CTLA-
4 compite antagénicamente con CD28 por los ligandos coestimuladores de la APC (105).
Ademas, CTLA-4 es capaz de eliminar los ligandos CD86 y CD80 de la superficie celular de
las APC privandoles de su capacidad activadora. La captura y degradacion de los ligandos
ocurre en las células que expresan CTLA-4, a través de un proceso llamado trans-endocitosis
(107). Por ultimo, CTLA-4 afecta la sefalizacion intrinseca de la APC al interactuar con sus
ligandos CD80 y CD86 (105).

En un comienzo, el descubrimiento de CTLA-4 como regulador negativo de la activacion de
los linfocitos T se estudié en autoinmunidad. No fue hasta 1996, cuando Allison y cols.
demostraron que la administracion in vivo de anticuerpos anti-CTLA-4 en ratones resulta en
disminucién de tumores de carcinoma de colon y fibrosarcoma trasplantados y establecidos.
Ademas, esta respuesta resultd en proteccibn a una exposicion secundaria a células
tumorales. Estos resultados sugerian que el bloquear los efectos inhibidores de CTLA-4
permitiria potenciar respuestas inmunes eficaces contra tumores, lo que genero el interés en

la terapia dirigida a CTLA-4 en el contexto del cancer (108).

30



El blogueo de CTLA-4 se estudié en numerosos modelos preclinicos de tumores sélidos y
hematolégicos, como tumores malignos de vejiga, sangre, cerebro, mama, colon,
fibrosarcoma, pulmén, ovario, prostata, piel, linfomas y plasmocitomas. La eficacia variaba
segun la linea celular y tumor utilizado, siendo mas eficaz en tumores mas inmunogénicos
(109).

Los anticuerpos monoclonales dirigidos a CTLA-4 demostraron ser efectivos en los ensayos
clinicos de melanoma. Ipilimumab es un anticuerpo monoclonal IgG1 de origen humano, se
fila a CTLA-4 y bloguea la interaccién con los ligandos CD80/CD86. Los primeros ensayos
clinicos se realizaron en 14 pacientes con melanoma metastasico mediante la administracion
de ipilimumab junto a péptidos gpl00. El bloqueo de CTLA-4 indujo reacciones adversas
autoinmunes de grado lll/IV en seis pacientes, como dermatitis, enterocolitis, hepatitis e
hipofisitis, y medio la regresion objetiva del cancer en tres pacientes (2 respuestas completas
y una parcial) (110).

En 2010, se realiz6 el primer ensayo clinico de fase 3 para determinar la seguridad y eficacia
de ipilimumab en combinacién o no de la administracion de gp100 como vacuna, en un total
de 676 pacientes con melanoma irresecable en estadio Il o IV, aleatorizados para recibir
tratamiento de ipilimumab-+gp100, ipilimumab solo o gp100 solo. Se obtuvo una mediana de
supervivencia general de 10 meses entre pacientes tratados con ipilimumab+gp100 y 10,1
meses con ipilimumab solo, en comparacion con 6,4 meses entre pacientes que solo
recibieron gp100. Se produjeron eventos adversos relacionados al sistema inmune de grado
3 0 4 entre el 10 al 15% de los pacientes tratados con ipilimumab (111). Ademas, 474 y 259
pacientes tuvieron al menos 2 o 3 afios de seguimiento potencial. Entre estos, 94 (20%) y 42
(16%) sobrevivieron = 2 y = 3 afios, respectivamente. Las tasas de supervivenciaalos 2y 3
afos fueron del 25 % (24 de 95) y del 25 % (13 de 53) con ipilimumab solo y del 19 % (54 de

284) y del 15 % (24 de 156) con ipilimumab més gp100 (112). Ipilimumab fue la primera terapia
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que demostré un beneficio de supervivencia para pacientes con melanoma metastasico, por
lo que fue aprobado por la FDA para su uso en pacientes con melanoma metastasico en 2011.
El andlisis combinado de los datos mas actuales de supervivencia a largo plazo de los ensayos
de fase Il y Il de ipilimumab en melanoma no resecable o metastasico agrup6 a 1861
pacientes, con una mediana de supervivencia general de 11,4 meses, con una tasa de
supervivencia a 3 afios del 26% si no recibié tratamiento previo, y del 20% si habia recibido
tratamiento previo (113).

Otro punto de control inmunitario que ha sido ampliamente caracterizado es la via de
muerte programada 1 (PD-1) y sus ligandos, PD-L1 (B7-H1) y PD-L2 (B7-H2).
En 1992, se aisl6 por primera vez el gen PD-1, un nuevo miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas que se expresa en células apoptéticas (114). Al utilizar anticuerpos
monoclonales contra el producto del gen PD-1 in vivo, se identificé una poblacién significativa
de PD-1 en timocitos y en células T del bazo y los ganglios linfaticos (115).
El estudio en ratones deficientes en PD-1 mostraban una esplenomegalia leve y proliferacion
de linfocitos B en comparacion a los ratones wild type (116). Ademas, la mitad de los ratones
Pdcdl1-/- desarrollaron artritis similar al lupus y glomerulonefritis (117). Estos resultados
sugerian que PD-1 participa en el mantenimiento de la autotolerancia periférica, sirviendo
como un regulador negativo de las respuestas inmunitarias.
No fue hasta el descubrimiento de sus ligandos que se pudo esclarecer el rol de la via PD-1.
El ligando 1 de PD-1 (PD-L1), miembro de la familia de genes B7, conduce a la inhibicion de
la proliferacion de linfocitos mediada por receptores de células T y la secrecién de citoquinas
(118). Ademas, se descubrid que las interacciones PD-L/PD-1 conducen a la detencion del
ciclo celular en GO/G1 pero no aumentan la muerte celular. La expresion de PD-L1 se puede
detectar en células hematopoyéticas como células T y B, macréfagos, DC y mastocitos (119).
A su vez, se identifico un segundo ligando para PD-1, el ligando 2 de PD-1 (PD-L2). La
interaccion de PD1 y PD-L2 inhibe drasticamente la proliferacion mediada por TCR y la
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produccién de citoquinas por parte de las células T CD4+, y se expresaba en macrofagos, DC
y mastocitos (119).

PD-1 es una glicoproteina transmembrana de tipo | compuesta por un dominio extracelular de
tipo IgV que comparte identidad de secuencia del 21 al 33% con CTLA-4, CD28 e ICOS. PD-
1, tiene un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmatico con dos motivos de
sefalizacién de tirosina: un motivo inhibidor basado en tirosina de inmunoreceptor (ITIM), y el
otro un motivo de cambio basado en tirosina de inmunoreceptor (ITSM) (120). La interaccién
entre dominios extracelulares de PD-L1 y PD-1 pueden inducir un cambio conformacional en
PD-1 que conduce a la fosforilacion de ITIM e ITSM por quinasas de la familia Src. Los motivos
de tirosina fosforilados reclutan proteinas tirosina fosfatasas SHP-2 y SHP-1 para atenuar las
sefiales de activacion de las células T (120, 121). EIl reclutamiento de SHP-2 en las
proximidades de TCR atenlia los eventos claves de sefializacion proximal de TCR, al
desfosforilar la cadena CD3C del complejo TCR y la proteina quinasa 70 asociada a la cadena
zeta (ZAP70) mediada por Lck, y afecta las vias de sefializacion aguas abajo de
PIBK/AKT/mTOR, RAS/MEK/ERK, VAV Yy fosfolipasa Cy (PLCy) (122, 123). Ademas, PD-1
puede inhibir las funciones de las células T al aumentar la expresion de factores de
transcripcion como el factor transcripcional tipo cremallera de leucina basico ATF (BAFT), que
puede reprimir alin mas la expresion de genes efectores (124).

Colectivamente, los multiples efectos de la sefializacion de PD-1 resulta en la inhibicién de la
proliferaciéon, activacion, supervivencia, produccion de citoquinas, metabolismo y funciones
efectoras de los CTL y la muerte final de las células T activadas (124).

Nivolumab, un anticuerpo monoclonal humano IgG4 que bloquea la interaccion entre PD-1y
sus ligandos, fue aprobado por la FDA en 2014 para el uso de melanoma irresecable, en base
a los resultados del ensayo clinico de fase 3 CheckMAte-037. Este ensayo de tipo
aleatorizado, controlado y abierto reclutd pacientes con melanoma irresecable o metastasico
y que progresaron luego de tratamientos con ipilimumab o ipilimumab e inhibidor de BRAF (en
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caso de tener mutacion BRAF positiva). En total, de 631 pacientes, se asigno 272 a nivolumab
y 133 a quimioterapia. Se informaron respuestas objetivas confirmadas en 38 de los primeros
120 pacientes frente a 5 de 47 pacientes del grupo de quimioterapia. Hubo eventos adversos
de grado IlI/IV relacionados a nivolumab incluyendo aumento de lipasa, alanina y las
aminotransferasas, anemia y fatiga. No hubo muertes relacionadas al tratamiento. Los efectos
téxicos eran menores en comparacion con la quimioterapia estandar (125).

Nivolumab ha sido aprobado para el tratamiento de otros cénceres en condiciones
especificas, como el cancer de pulmén de células no pequefias y pequefias (CPCNP y SCLC
respectivamente), céncer de células renales, linfoma de Hodgkin, cancer de células
escamosas de cabeza y cuello, cancer urotelial y otros (126).

Otro anticuerpo anti-PD-1 aprobado para uso en melanoma metastasico es pembrolizumab,
en base al ensayo clinico NCT01295827 donde hubo tasa de respuestas objetiva del 24% en
pacientes refractarios a la terapia con anti-CTLA-4 e inhibidor de BRAF. Mas tarde, se amplié
su aprobacion a melanoma avanzado sin tratamiento previo segun el ensayo clinico de fase
3 Keynote-006, aleatorizado y controlado con 834 pacientes con melanoma avanzado fueron
asignados en proporcion 1:1:1 a recibir pembrolizumab (una dosis de 10 mg por kilogramo de
peso corporal) cada dos semanas o cada 3 semanas, o0 cuatro dosis de ipilimumab (dosis a 3
mg por kilogramo peso corporal) cada 3 semanas. Resulté en una tasa de supervivencia
general en un periodo de 33 meses de 50% en pacientes tratados con pembrolizumab frente
a 39% tratados con ipilimumab. A su vez, la supervivencia libre de progresion a los 33 meses
fue de 31% y 14% para pembrolizumab e ipilimumab, respectivamente. prolongadas con
menos toxicidad que ipilimumab. Ademas, las tasas de eventos adversos relacionados con
el tratamiento de grado 3 a 5 de gravedad fueron méas bajas en los grupos de pembrolizumab

(13,3 %: y 10,1 % ) versus el grupo de ipilimumab (19,9%) (126, 127).
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Los agentes anti-PD-1 nivolumab y pembrolizumab han mostrado una supervivencia global
superior, una supervivencia libre de progresion y una tasa de respuesta objetiva superior, con
un mejor perfil de seguridad, que el ipilimumab como monoterapia.

Los ensayos clinicos en el tratamiento combinado entre ipilimumab y nivolumab se estudié en
945 pacientes no tratados previamente con melanoma irresecable en estadio Il o IV a
nivolumab solo, nivolumab mas ipilimumab o ipilimumab solo. La mediana de supervivencia
libre de progresion fue de 11,5 meses con nivolumab mas ipilimumab, 6,9 meses con
nivolumab solo y 2,9 meses con ipilimumab. Se observé una supervivencia libre de progresiéon
significativamente mas larga en el grupo nivolumab mas ipilimumab versus los otros dos
grupos. En cuanto a la toxicidad, La incidencia de eventos adversos de grado 3 o 4
relacionados con el tratamiento fue mayor en el grupo de nivolumab mas ipilimumab (55,0 %)
gue en el grupo de nivolumab (16,3 %) o el grupo de ipilimumab (27,3 %) (128).

En el seguimiento a los 36 meses del estudio, los dos grupos de pacientes que contenian
nivolumab continuaron teniendo tasas mas altas de respuesta objetiva que los que recibieron
ipilimumab solo (58 % nivolumab mas ipilimumab; 44 % nivolumab; 19% ipilimumab). La
mediana de supervivencia libre de progresion fue de 11,5 meses en el grupo de nivolumab
mas ipilimumab y de 6,9 meses en el grupo de nivolumab, en comparacion con 2,9 meses en
el grupo de ipilimumab. La tasa de supervivencia global a los 2 afios fue del 64 % en el grupo
de nivolumab mas ipilimumab y del 59 % en el grupo de nivolumab, en comparacion con el 45
% en el grupo de ipilimumab, en tanto la tasa de supervivencia general a los 3 afios fue del
58 % en el grupo de nivolumab mas ipilimumab y del 52 % en el grupo de nivolumab, en
comparacion con el 34 % en el grupo de ipilimumab. Se produjeron eventos adversos de grado
[ll o IV relacionados al tratamiento en el 59% de los pacientes del grupo de nivolumab mas
ipilimumab, en el 21% de los del grupo de nivolumab y en el 28% de los del grupo ipilimumab

(129).
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Estos resultados demostraron una mayor supervivencia a largo plazo en el tratamiento
combinado de nivolumab e ipilimumab y con nivolumab en pacientes con melanoma
irresecable o metastasicos no tratados versus la monoterapia con ipilimumab. Aun asi, es
necesario considerar el significativo aumento de los eventos adversos en la terapia
combinada, por lo que previo a utilizar este tratamiento se debe contar con un equipo médico
experimentado y tener un control estricto de los eventos adversos relacionados con el sistema
inmune.

En 2015, se aprob6 el uso de nivolumab en combinacién con ipilimumab en melanomas
BRAFV600 irresecables. Finalmente, en 2017, la FDA ampli6 la indicacion de tratamiento a
pacientes con melanoma metastasico o con ganglios linfaticos positivos que fueron sometidos
a reseccion completa (126). Actualmente la combinacion de nivolumab e ipilimumab es una
de las terapias sistémicas de primera linea en pacientes con melanoma metastasico o
recurrente.

La proyeccion de la incidencia y mortalidad del melanoma, el alto costo, citotoxicidad y la
eficacia moderada de los actuales tratamientos, limitan el acceso y expectativa de vida de las
personas y levantan el desafio de generar nuevas terapias que permitan tratar a mas
pacientes, a menores costos, con mayor eficacia y menos efectos adversos. En este sentido,
una promisoria alternativa es el uso de lisados tumorales, o de compuestos derivados de
tumor, capaces de proveer antigenos y/o sefiales de peligro necesarias para la activacion de

linfocitos T con especificidad tumoral.

6.6 Vacunas antitumorales

El uso de vacunas terapéuticas contra el cancer tiene como objetivo activar y potenciar
la actividad de los linfocitos T CD8+ citotdxicos antitumorales o superar la tolerancia inducida
por tumores. Las dos principales estrategias probadas de vacunas antitumorales son la

inoculacion directa de una fuente de antigenos tumorales (péptidos, proteinas, ADN o ARN)
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junto a un adyuvante y/o un vector, que puedan reclutar o dirigirse in vivo a las DC del
paciente, para que capturen antigenos, los procesen y presenten para activar las células T
(130).

Un segundo enfoque en las vacunas terapéuticas contra el cdncer es la administracion de DC
autologas generadas a partir de los propios monocitos o células madre del paciente, las cuales
son cultivadas in vitro y se incuban con una fuente de antigenos tumorales previo a la
administracion a los pacientes. Esta estrategia permite el control de los pasos de carga y la
activacion de las DC. Sin embargo, requiere una fabricacidon personalizada para cada
paciente, lo que genera dificultades en la reproducibilidad y factibilidad de la terapia (130).
Debido a la capacidad de las DC de estimular y dirigir las respuestas inmunitarias
antitumorales, se abord6 el posible efecto terapéutico de utilizar DC en vacunas contra el
cancer. La utilizacién de progenitores hematopoyéticos CD34+ cultivados en presencia de
GM-CSF y TNF-a podia diferenciarlos a DC con morfologia y fenotipo tipicos (131). A su vez,
utilizando GM-CSF e interleucina 4 (IL-4) se pudo establecer lineas de DC a partir de células
mononucleares sanguineas, que mantienen la capacidad de captura y procesamiento de
antigenos caracteristico de DC inmaduras in vivo (132). Estos hallazgos, sumado a los
protocolos de purificacion de CD CD11c+ de sangre periférica, permiti6 generar DC en
cantidades suficientes para la investigacion y desarrollo de vacunas de DC (133).

El uso clinico de vacunas de DC como inmunoterapia contra el cancer data de 1996, cuando
Hsu y cols. realizaron el primer estudio piloto en cuatro pacientes con linfoma de células B,
gue recibieron series de 3 o 4 infusiones de DC autélogas pulsadas ex vivo con proteina
idiotipica especifica del tumor. Se desarrollaron respuestas inmunitarias celulares
antitumorales en todos los pacientes, un paciente experimenté una regresion completa del
tumor, y un segundo paciente una regresion parcial del tumor (134). Estos primeros resultados
propiciaron que se realizaran diversos estudios utilizando DC en diferentes cdnceres como

vacuna.
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Una vacuna de DC que ha demostrado resultados prometedores fue Sipuleucel-T, una
inmunoterapia celular activa que estimula las respuestas inmunes de las células T, consiste
en células mononucleares de sangre periférica autélogas (PBMC) gque se activan in vitro con
una proteina de fusién recombinante que contiene el antigeno prostatico, la fosfatasa acida
prostatica y GM-CSF para expandir las APC cargadas de antigeno y luego inocular a los
pacientes y asi activar las propias células T (135).

El ensayo multicéntrico de fase 3, doble ciego y controlado con placebo, asigno al azar 512
pacientes con cancer de préstata metastasico resistente a la castracién en proporcién 2:1 para
recibir 3 dosis de sipuleucel-T (341 pacientes) o placebo (171 pacientes) cada dos semanas.
En el grupo sipuleucel-T hubo una reduccién relativa del 22% en el riesgo de muerte
comparado al grupo placebo. Dicha reduccién represent6 una mejora de 4,1 meses en la
mediana de supervivencia (25,8 meses en sipuleucel-T versus 21,7 meses en placebo). La
probabilidad de supervivencia a los 36 meses fue de 31,7% en el grupo sipuleucel-T frente a
23% en el grupo placebo. Ademds, se observaron respuestas inmunitarias al antigeno
inmunizante en los pacientes que recibieron sipuleucel-T (136). Los eventos adversos
informados con mayor frecuencia en el grupo sipuleucel-T fueron escalofrios, fiebre y dolor de
cabeza (137).

En melanoma, el disefio de vacunas como tratamiento ha sido una alternativa atractiva dada
la naturaleza altamente inmunogénica de las células tumorales. La mayoria de los ensayos
clinicos de vacunas contra melanoma se encuentran en fase de prueba y ain no se han
obtenido resultados prometedores (138).

En Chile, el desarrollo de inmunoterapias ha sido estudiado por varios afios, el afio 2002 el
grupo de investigadores de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile desarrollaron
la primera inmunoterapia chilena para melanoma metastasico, la tecnologia Tumor-Antigen-
Presenting-Cells (TAPCells®). Esta terapia consiste en células presentadoras de antigenos
tumorales que son desarrolladas a partir de monocitos del paciente extraidos por leucoféresis.
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Los monocitos son purificados y cultivados con IL-4 humana recombinante y factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) humano recombinante, para luego
presentarles in vitro antigenos asociados a tumor, a partir de un pool antigénico derivado de
un lisado de lineas celulares de melanoma metastasico humano denominado TRIMEL®, que
es condicionado por choque térmico. Las TAPCells le son inyectadas como vacuna al
paciente, desencadenando asi una respuesta inmune antitumoral activa especifica de los
linfocitos T (139).

EL estudio de caracterizacion fenotipica y funcional in vitro de las TAPCells demostré que la
adicion de TRIMEL a monocitos activados genera un fenotipo similar a DC maduras
comprometidas con altos niveles de moléculas coestimuladoras y presentadoras de
antigenos, asi como la liberacién de citoquinas proinflamatorias. Ademas, la expresion de
superficie de CCRY7 indica que las células TAPC pueden migrar a los ganglios linfaticos, un
requisito esencial para la activacion de la inmunidad adaptativa (140).

Funcionalmente, las TAPCells generan células T especificas de antigenos asociados a
melanoma que in vitro logran inducir la proliferacion de células T CD4+ y la activacion de
células T CD8+ especificas para MART-1, lo que indica que logran realizar la presentacién
cruzada de antigenos tumorales. Ademas, se demostr6é que TRIMEL no solo proporciona un
amplio pool antigénico para las DC, sino que también es esencial para la adquisicién del
fenotipo funcional de TAPCells (140).

El tratamiento de TRIMEL con shock térmico previo a la lisis de las células tumorales provoca
la translocacion de calreticulina (CRT) a la membrana plasmatica y la liberacién de HMGB1 al
medio extracelular. Se demostré que la translocacién de CRT inducida por shock térmico
contribuye directamente a la maduracion de las TAPCells. A través del bloqueo especifico de
CRT se observa la inhibicion de la expresion superficial de MHC-Il y moléculas
coestimuladoras, y también redujo la capacidad de los CTL para reconocer antigenos
asociados a melanoma en TAPCells asociado con la induccion de un fenotipo de DC
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deficiente. A su vez, el bloqueo de HMGBL1 inhibi6é la expresién superficial de MHC-I y la
presentacion cruzada de antigenos por las TAPCells. La translocacion de la calreticulina en
la membrana plasmaética, la liberacion de la caja de grupo 1 de alta movilidad (HMGB1) y ATP,
acttan como DAMPs que inducen la maduracién Optima de las células dendriticas y
presentacién cruzada de antigenos tumorales (140).

Sobre la base de estos estudios se realizé el primer ensayo clinico de fase | para evaluar la
toxicidad y eficacia inmunoldgica de la inmunoterapia. Un grupo de 20 pacientes con
melanoma en estadio Il o IV fueron vacunados con DC autélogas pulsadas con lisado tumoral
cada 10 dias en cuatro ocasiones diferentes. Del total de pacientes, 7 de ellos también
recibieron dosis bajas de IL-2 entre las vacunas para investigar si la combinacion de terapia
con vacuna de DC y citoquinas mejora la respuesta inmune. También se estudié la reaccion
de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) in vivo contra el lisado de células de melanoma
(141).

El analisis inmunolégico mostré que tras la vacunacién el 50% de los pacientes tratados con
TAPCells (7 de 13 pacientes) y la terapia combinada TAPCells e IL-2 (3 de 7 pacientes)
mostraron un aumento en la produccion de IFN-y en respuesta a las lineas celulares de
melanoma, mas no en los controles. Cuatro de los cinco pacientes con antigeno leucocitario
humano (HLA)-A2(+) analizados con actividad antimelanoma también mostraron respuestas
especificas de células T contra péptidos derivados de antigenos asociados al melanoma
(141).

Desde una perspectiva clinica, cinco pacientes con melanoma en estadio IV permanecieron
estables durante méas de 20 meses; nueve pacientes mostraron una progresion de la
enfermedad y dos fallecieron antes de la inyeccion final. Se observaron fuertes reacciones de
DTH en mas del 50% de los pacientes vacunados (11 de 20) después de la Gltima dosis (lo
que indica probablemente generacion de respuesta de memoria celular contra antigenos
tumorales). Se encontraron correlaciones significativas entre las respuestas positivas de DTH
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frente al lisado tumoral y la estabilidad de la enfermedad y la supervivencia posterior a la
vacunacion en los pacientes en estadio IV. Ocho pacientes en estadio IV con una reaccion
DTH positiva al lisado tumoral mostraron una mediana de tiempo de progresion
significativamente mas larga (13-37 meses) que los pacientes no reactivos a DTH (n=8, 2-37
meses). De manera similar, la supervivencia posterior a la vacunacion fue significativamente
mayor en los pacientes que respondieron a DTH (17,25 meses) que en los que no
respondieron (8,625 meses) (141).

En cuanto a reacciones adversas, sélo dos pacientes tratados con TAPCells experimentaron
episodios leves de fiebre asociados a la vacunacion. Los siete pacientes tratados con
TAPCells e IL-2 mostraron fiebre débil y sintomas similares a la gripe. No se detectaron
efectos adversos adicionales asociados con el tratamiento durante el estudio. Estos
resultados indican que la vacunaciéon con TAPCells es un procedimiento seguro, incluso en
combinacién con dosis bajas de IL-2 (141). Por dltimo, no se observaron diferencias
significativas en las respuestas inmunolégicas o clinicas entre los pacientes tratados con IL-2
respecto a los tratados con vacunas DC solas (141).

Este estudio demostré que la vacunacién con CD cargadas con antigenos tumorales es un
procedimiento seguro y también puede inducir una respuesta clinica e inmunolégica en
pacientes con cancer avanzado.

El ensayo clinico de fase I/ll realizado entre 2001 a 2007 se disefi0 para abordar la eficacia
inmunoldgica, la supervivencia y la estabilidad de la enfermedad de los pacientes vacunados
con CD cargadas con TRIMEL. Se trat6 con la vacuna TAPCells a 7 pacientes en estadio I
y 43 en estadio 1V, que fueron vacunados en cuatro ocasiones. Se obtuvo una supervivencia
global de 15 meses en los pacientes en estadio IV. M&s del 60% de los pacientes mostraron
una reaccion DTH positiva frente a TRIMEL. Estos pacientes en estadio IV/DTH positivos
mostraron una mediana de supervivencia de 33 meses en comparacion a pacientes DTH
negativos cuya mediana de supervivencia fue de 11 meses. Los pacientes en estadio Il que
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resultaron DTH positivos permanecieron vivos y libres de tumor durante 48 meses de
seguimiento. Ademas, los pacientes DTH positivos mostraron una marcada reduccion de
células T reguladoras CD4+TGFp+ comparado con pacientes DTH negativos (142).

Los resultados de los ensayos clinicos de fase | y I/ll mostraron una evidente mejora en la
supervivencia de los pacientes con melanoma avanzado. Sin embargo, la diversidad biol6gica
entre las células de las pacientes utilizadas para las vacunas DC, sumado a los desafios
tecnolégicos relacionados con la medicina personalizada, han obstaculizado la traslacion
masiva de la terapia TAPCells a la clinica (139). Es por esto por lo que los investigadores se
propusieron superar las limitaciones de la terapia TAPCells usando un prototipo de vacuna
terapéutica genérica contra melanoma, basado en el lisado inmunogénico de TRIMEL
combinado con un adyuvante apropiado, que no requiriera fabricacion personalizada
individualmente (139).

Es asi como se llega a la fabricacién de TRIMELVax, una vacuna genérica compuesta por el
lisado tumoral TRIMEL condicionado por shock térmico, combinado con hemocianina del
molusco chileno Concholepas concholepas (CCH) como adyuvante. El estudio preclinico en
murinos demostré que TRIMELVax inhibe el crecimiento tumoral y aumenta la supervivencia
de ratones portadores de tumores de melanoma B16F10 agresivo (143). TRIMELVax inhibié
el crecimiento tumoral y aumenté la supervivencia de los ratones, induciendo respuestas
inmunitarias celulares y humorales. Ademas, esta vacuna generd una mayor frecuencia de
DC convencionales tipo 1 (cDC1) intratumorales pero no de células dendriticas de tipo 2
convencionales (cDC2). También se observé una mayor infiltracién de células T CD3+, CD4+
y CD8+ (143). La terapia con TRIMELVax fue suficiente para inducir potentes respuestas
antitumorales. A la fecha, se esta desarrollando el estudio clinico de fase | de TRIMELVax
para el tratamiento de 20 pacientes con melanoma avanzado, con el fin de probar la seguridad
de TRIMELVax en pacientes con melanoma avanzado y secundariamente, evaluar la
respuesta inmune inducida. Esta y otras iniciativas similares deben seguir siendo abordadas
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por equipos basico-clinicos que permitan mejorar el tratamiento del melanoma y otros

canceres.

7. Metodologia

La seleccion de bibliografia se filtré a 5 afios de publicacion en las primeras busquedas,
en las que se incluyé ensayos clinicos, metaanalisis, articulo de investigacion, ensayo
controlado aleatorizado, revision y revision sistematica.

Se llevé a cabo una busqueda rapida en Pubmed sobre los conceptos basicos + de melanoma,
cancer, cancer immunology y cancer immunotherapy.

Para la epidemiologia del cancer y melanoma, se utilizé la plataforma Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) para obtener datos de incidencia y mortalidad del cancer y
melanoma en el mundo, ademas de utilizar informes realizados por la Organizacion Mundial
de la Salud. Para la epidemiologia de cancer y melanoma en Chile, se realizé la busqueda en
las bases de datos del Departamento de Estadisticas e Informacion de Salud, sumado a los
trabajos realizados por investigadores publicados en Scientific Electronic Library Online
(SciELO).

En cuanto al apartado de Melanoma, clasificacion, etapificacion, y factores de riesgo; se utilizé
la plataforma PubMed principalmente.

La literatura sobre inmunologia tumoral e inmunoterapias fue extraida de PubMed, y a través
del acceso remoto proporcionado por la Universidad de Chile a las revistas Nature y
ScienceDirect (ElSevier).

Ademas, se realiz6 la busqueda de resultados publicados de ensayos clinicos en PudMed y

sus registros en ClinicalTrials.gov.
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8. Discusion y conclusion

En la actualidad, el constante aumento en la incidencia y mortalidad del cancer,
representa un problema de salud publica tanto en Chile como en el mundo. En Chile a partir
del afio 2019, es la primera causa de muerte en la poblacion adulta del pais. El manejo y el
tratamiento de pacientes con cancer avanzado representa un importante desafio social,
humano y econdémico para todos los paises del mundo. En Chile, este reto es particularmente
dificil dada sus caracteristicas demogréaficas, sociales, culturales, econdémicas y la
organizacion de los sistemas de salud e investigacién biomédica.

El melanoma es el cancer de piel mas agresivo y mortal dentro de su categoria, posee
tasas de incidencia y mortalidad en constante aumento. Si bien en Chile la incidencia no es
tan elevada como en otras regiones del mundo, posee una alta mortalidad que preocupa y
que debe ser considerada al momento de implementar politicas publicas en salud.
Clinicamente, cuando el diagndstico de melanoma se realiza de manera oportuna y no hay
signo de metastasis, la escision quirdrgica mas tratamientos adyuvantes mejoran
notoriamente la sobrevida de los pacientes. Sin embargo, en las etapas diseminadas de la
enfermedad, los tratamientos convencionales como quimioterapia o radioterapia son muy
poco eficaces. Sin embargo, la introduccién de las inmunoterapias, cuyo objetivo es modular
la respuesta inmune antitumoral, como estrategias terapéuticas ha generado resultados
prometedores.

Para generar las inmunoterapias fue necesario entender como el sistema inmune era capaz
de actuar frente al cancer. Como se profundiz6 en el apartado de respuesta inmune
antitumoral, las células del sistema inmune poseen la capacidad de realizar inmunovigilancia
tumoral, proceso fisioldégico del sistema inmune innato y adaptativo para detectar y eliminar
células transformadas y/o neoplasicas. Sin embargo, este proceso se ve alterado a través de
la evasion del tumor al ataque inmune en el microambiente tumoral. Es asi como el tumor es

capaz de utilizar las herramientas del sistema inmune como las células T reguladoras, células
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mieloides, DC supresoras, entre otras, que infiltran el tumor y promueven la proliferacion y
supervivencia del cancer. Ademas, el microambiente tumoral genera las condiciones
necesarias para la progresion tumoral, la angiogénesis, y la invasion tisular, facilitando el
desarrollo de metastasis. Por lo tanto, uno de los principales desafios de las inmunoterapias
futuras es sobrepasar y/o contrarrestar los mecanismos de evasion del cancer.

El desarrollo de las inmunoterapias contra el cancer se lleva investigando mucho tiempo,
desde la toxina de Coley hasta los bloqueadores de punto de control, se necesité de la
formulacioén de diferentes inmunoterapias con diversos enfoques, si bien muchas de ellas en
la actualidad no son utilizadas por su baja eficacia y alta toxicidad, fueron necesarias para
cimentar el camino de las nuevas inmunoterapias. La inmunoterapia centrada en bloquear los
puntos de control, como las terapias anti-PD-1 y anti-CTLA-4, han provocado un cambio en
los perfiles de morbimortalidad de pacientes con melanoma y cancer de colon. En ambos
casos se ha observado una reduccién tumoral y un importante aumento de la sobrevida,
otorgando una mejor calidad de vida a quienes han respondido favorablemente a las terapias.
Sin embargo, aln existe un porcentaje importante de pacientes que no responden a las
terapias, siendo este mayor a un 50%, por lo que los esfuerzos investigativos deben ser
orientados en mejorar la respuesta a los tratamientos y su eficacia. Bajo este contexto es
necesario estudiar nuevos esquemas terapéuticos, como lo pueden ser acoplar distintas
inmunoterapias entre si 0 combinarlas con monoterapias tradicionalmente usadas como la
radioterapia o quimioterapia. Y si bien existe una posible potenciacién de sus efectos clinicos
y disminucion de las dosis de cada tratamiento aislado, también se debe tener en cuenta la
suma de los efectos adversos de cada terapia.

En Chile, el desarrollo de inmunoterapias para melanoma ha sido llevado a cabo por
investigadores de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile durante los altimos 10
afos, generando una tecnologia basada en un inmunoestimulador celular inyectable autélogo
denominado TAPCells como tratamiento adyuvante para melanoma maligno y el cancer de
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préstata. La tecnologia TAPCells, implica la produccion de células presentadoras de
antigenos a partir de células de la sangre, su activacion por lisados tumorales condicionados
y su reinyeccion periddica en el propio paciente. Desde el afio 2001 al 2007 se realizaron en
Chile estudios clinicos fase I, cuyos resultados establecieron una correlacion positiva entre la
respuesta inmunoldgica inducida contra antigenos tumorales y un aumento de la sobrevida
de los pacientes. El hecho de que las TAPCells sean autélogas, implica que cada terapia es
personalizada, lo que ha dificultado su transferencia tecnoldgica internacional. Las TAPCells,
a pesar de su clara efectividad clinica, necesitan de una infraestructura y un equipo calificado
para cada producto, lo que hace laborioso su escalamiento productivo. Durante afios, los
investigadores han estudiado el efecto clinico e inmunolégico del uso de células
presentadoras de antigenos cargadas con lisados condicionados de melanoma en pacientes
afectados por estos tipos de cancer. En un primer proyecto se desarroll6 un prototipo de
vacuna terapéutica genérica constituida por el lisado TRIMEL (componente clave de la
tecnologia TAPCells) en combinacién con CCH, mas antigenos tumorales murinos (lisado
condicionado por shock térmico de la linea de melanoma B16F10). Este prototipo activo in
vivo la respuesta inmune antitumoral e incrementd el porcentaje de linfocitos T CD8+ que
infiltran el tumor, redujo significativamente el volumen tumoral, mejoré la sobrevida de los
animales tratados y no presentd reacciones adversas. Es asi como se llega a TRIMELVax,
una vacuna genérica que ofrece ventajas asociadas a la mayor simplicidad del proceso de
manufactura y facilita la transferencia tecnolégica al permitir una produccién centralizada y la
posibilidad de un uso mas universal.

El desarrollo de protocolos clinicos que exploren nuevas inmunoterapias, asi como los
tratamientos combinados, son una alternativa clinica para pacientes con melanoma avanzado,
por lo que poner al alcance de la poblacion chilena protocolos clinicos que utilizan productos
pensados y elaborados en Chile y que siguen las guias internacionales, permite entregar
alternativas de tratamiento, desarrollar experiencias de investigacion clinica desde el inicio de
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éstas a equipos de salud chilenos e impulsar areas de conocimiento biomédico con diversas
aplicaciones. Las dificultades para transformar estos avances en productos que puedan
ponerse al alcance de la poblacién son parte del aprendizaje que se debe recorrer, de manera
de aportar al desarrollo de la investigacion clinica del pais. De lo contrario, la investigacion
clinica chilena no podra desarrollarse y quedara restringida a pruebas clinicas de productos
desarrollados enteramente fuera de nuestras fronteras. La consecuencia social de esta opcion
asegura que los pacientes oncolégicos tendrdn menos alternativas de tratamiento disponibles
y gue las disponibles serdn econémicamente cada vez mas costosas para los servicios de

salud publica y para las aseguradoras privadas.
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