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Resumen

A los linfocitos T con receptor de antigeno quimérico (CAR, por sus siglas en inglés) se les
incorpora el fragmento variable de un anticuerpo monoclonal, cambiando la especificidad
del receptor T. Al darse el reconocimiento especifico, se activa la célula T colaboradora o
citotoxica desarrollando una respuesta T clésica; esta propiedad puede utilizarse para
combatir blancos especificos en células alteradas, entre ellas las tumorales. Han pasado casi
30 afos desde su descubrimiento y en la actualidad su uso clinico como inmunoterapia
comienza a extenderse ampliamente, razoén por la cual es importante comprender su
concepto, fabricacion, accion citotdxica y toxicidad.

Palabras clave: Linfocitos T con receptor de antigeno quimérico, toxicidad, primera
generacion, segunda generacion.

Abstract

T lymphocytes with a Chimeric Antigen Receptor (CAR) express the variable region of a
monoclonal antibody of known specificity permanently, changing the specificity of the T cell
that expresses it becoming reactive to the desired antigenic structure. Upon specific
recognition, the recombinant T cell becomes fully activated, proliferates, and then
differentiates into specific CD4+ helper or CD8+ cytotoxic T cells programs which
ultimately execute their immune capabilities against cells that express such specific antigen.
This methodology can be used today in patients to target the patient’s own T cells towards
specific relevant molecular clues express by altered cells, e.g. tumor specific antigens
expressed by particular tumor cells. It has been almost 30 years since its initial development
and its current clinical application as a successful immunotherapy begins to spread widely,
which is why its concept, manufacture, cytotoxic action, and toxicities must be understood.

Key words: T lymphocytes with chimeric antigen receptor, toxicity, first generation, second
generation.
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Introduccion

La habilidad del sistema inmune para reconocer y erradicar células cancerigenas ha sido
ampliamente estudiada y demostrada. En el campo hematoldgico, la inmunidad celular se
utiliza en los trasplantes alogénicos, beneficiandose del efecto injerto versus leucemia, y la
terapia celular ha tenido un gran auge en el manejo, demostrando resultados prometedores y
excelentes respuestas contra el cancer tanto en nifios como en adultos (-2,

En 1989, Gros, Woks y Echar lograron incorporar una especificidad “tipo anticuerpo” dentro
del receptor de célula T, creando asi los primeros linfocitos T CAR. Dicha especificidad
proviene del fragmento variable de un anticuerpo monoclonal, ampliando el repertorio
antigénico tumoral que puede reconocer el linfocito T @,

La estructura de un linfocito T CAR se compone de un dominio extracelular que reconoce y
se une especificamente a un antigeno tumoral y un dominio intracitoplasmatico que activa la
respuesta de la célula T. El sitio de union al antigeno del linfocito T CAR estd compuesto
por una cadena simple variable ligera (que le da la especificidad) y otra cadena variable
pesada separadas entre si por una secuencia estable de mas de 12 aminoacidos que simulan
la estructura de la region Faba de un anticuerpo @)

Sin embargo, el dominio intracelular es quien tiene el papel primordial de transmitir la sefial
de reconocimiento y activar a los linfocitos T para que inicie el ataque a la célula blanco.
Debido a la importancia de esta activacion y la facilidad actual de obtener anticuerpos
monoclonales de diversas especificidades, la investigacion e innovacion de la estructura de
los linfocitos T CAR se centra en el disefio del dominio intracelular. Desde el descubrimiento
de Gros y colaboradores, se han desarrollado tres generaciones de linfocitos T CAR que se
distinguen entre si por la estructura del dominio intracelular con el fin de potenciar su
proliferacion, citotoxicidad y persistencia in vivo &6 7).

Linfocitos T CAR de primera generacion

Su activacion se da a través del inmunorreceptor con motivo activador basado en la tirosina
del CD3{ o del FceRly. El reconocimiento por parte del sector variable activa esta unica via
de sefializacion para resultar en la activacion del linfocito T, la produccion de pequeiias
cantidades de IL-2 y la lisis de la célula blanco &,

Linfocitos T CAR de segunda generacion

En 1999, Gong et al; investigaron la citotoxicidad de estos linfocitos contra células
tumorales del cancer de prostata in vitro. Utilizaron el endodominio del CD3 dirigidos contra
el antigeno de membrana prostatico especifico humano e incorporaron una sefal
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coestimulatoria por medio del CD28, debido a que las células tumorales utilizadas en ese
ensayo poseian el ligando B7.1/CD80 que fue reconocido por los linfocitos T a través del
CD28 produciendo un aumento en la sobrevida de los lincitos T. Sin embargo, la mayoria de
las células tumorales no presentan el CD80 que active el CD28 y potencie la respuesta; por
esta razon se disefiaron linfocitos T CAR que incorporan una sefial de activacion dual CD3(-

CD28 como endodominio u otros motivos como los del 4-1BB (CD137) y el CD134 (¢ 10.11,
12, 13)

La presencia de una sefial dual de activacion incrementa los niveles de IL-2, IFN-y, TNF-a
y GM-CSF; ademas, los linfocitos T expresan Bcl-2 como proteina antiapoptotica y
desarrollan mayor proliferaciéon cuando se comparan con los linfocitos T CAR de primera
generacion (19,

Linfocitos T CAR de tercera generacion

Por ultimo, se han disefiado linfocitos que incorporan el CD3( junto a dos sefiales
estimulatorias, usualmente CD28/CD137, para favorecer la proliferacion, citotoxicidad,
eficacia antitumor y persistencia in vivo (6 13:16:1718,19,20),

Especificidad de fragmento variable de cadena simple de los linfocitos T CAR

En el diseno del receptor de antigeno quimérico, la especificidad y escogencia del blanco
celular constituye el determinante critico para la efectividad y seguridad de la terapia. El
blanco ideal contra el cual se disefia un linfocito T CAR deberia expresarse solamente en
células tumorales y estar ausente en células normales; ademas, debe tener poca variacion
antigénica y expresarse fuertemente sobre la célula blanco; sin embargo, la mayoria de los
antigenos asociados a tumores no se encuentran de forma exclusiva en las células malignas,
lo que abre la posibilidad de presentar efectos indeseados sobre células normales ?!-22),

Desde el desarrollo de los linfocitos T CAR se buscé aumentar su afinidad hacia el antigeno
de la célula tumoral y para asi poder elegir ligandos con baja expresion en la célula tumoral
y amplificar la activacion de esta poblacion de células T, pero investigaciones posteriores
han demostrado que no existe relacion entre la afinidad y tasa de activacion, por lo tanto, se
pueden seleccionar linfocitos T CAR con baja afinidad, permitiendo que este pueda
discriminar entre células tumorales con baja y alta expresion de antigeno y asi reducir el
indeseado ataque a células normales, pues se activarian con mayor preferencia sobre células
tumorales con sobreexpresion antigénica @123,

Debido a que el fragmento variable de cadena ligera del linfocito T CAR se obtiene de la
secuencia de un anticuerpo monoclonal, practicamente, se podria inducir contra cualquier
proteina, carbohidrato o glicopéptido tumoral. Claramente se requieren investigaciones
independientes, posterior al disefio de cada clon del receptor tipo CAR de los linfocitos T,
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para demostrar su efectividad y seguridad antes de utilizarlo a nivel clinico. Lo anterior
incrementa los costos en la produccion, desarrollo e implementacion de esta inmunoterapia
en la rutina clinica; por tal motivo, diversos investigadores han buscado el desarrollo de un
linfocito T CAR universal. Se ha propuesto que este sea un linfocito T CAR antiisocianato
de fluoresceina (anti-FITC). Este funcionaria en conjunto con anticuerpos monoclonales
dirigidos contra los antigenos tumorales, muchos de los cuales con especificidad y afinidad
determinada, que ya se utilizan como tratamiento de rutina para diversas malignidades, a los
cuales se le conjuga el FITC. En la primera parte de la terapia, el anticuerpo monoclonal
conjugado con FITC reconoce el antigeno tumoral y marca la célula tumoral con muchas
moléculas FITC alrededor, posteriormente el linfocito T CAR reconoce el FITC y se activa,
iniciando la respuesta. Siguiendo esta tendencia, también se han disefiado linfocitos T con

dominio avidina en la region variable que puede unirse a anticuerpos biotinilados 4 2326),

Uso clinico de los linfocitos T CAR

La principal ventaja de la utilizacion de los linfocitos T CAR lo constituye su aplicacion a
un amplio rango de antigenos de superficie celulares como proteinas; ademas, el cambiar la
especificidad del receptor de la célula T por uno CAR permite reconocer antigenos sin
depender de la presentacion por medio del antigeno leucocitario humano (HLA) evitando
que la célula tumoral escape de la inmunodeteccion al disminuir la expresion del HLA en la
superficie ?7-2829),

Ademas, al no depender del procesamiento y presentacion del antigeno por parte del HLA,
se pueden utilizar en un amplio rango de pacientes sin importar la compatibilidad HLA y la
cantidad de moléculas blanco (carga antigénica) en la célula tumoral aumenta; por ejemplo,
en un linfoma no-Hodgkin B se expresan mas de 10* moléculas de CD19 mientras que solo
se expresan 103 moleculas del HLA ¢0:31.32),

Desarrollo, produccion y proliferacion de los linfocitos T CAR

La produccion de estas células toma aproximadamente 14 dias; se inicia con la extraccion de
los linfocitos del paciente o donador. Posteriormente, se selecciona por citometria de flujo
las células T de memoria central (Tcm) CD45RO+/CD62L+/CD28+/CD95+ o las células
madre T de memoria (Tscm) que expresan CD45RA+/CD62L+/CD28+/CD95+/CD122+. La
razon por la cual se seleccionan las Tcm y Tsem radica en que estas conservan la capacidad
de proliferar, pero a su vez ya poseen actividad efectora, sumado a su potencial de expansion
y proliferacion. Los linfocitos Tem se multiplican y activan ex vivo en cultivo celular con
muy altas concentraciones de Il-2, ademads, es necesario utilizar anticuerpos activadores
(dirigidos contra el receptor de células T o contra el CD28), células presentadoras de antigeno
artificiales o perlas plasticas que activan las vias del CD28 y 4-1BB, lo cual, su vez, generan
sefiales antiapoptoticas (20: 33, 34,35, 36,37, 38, 39,40, 41)
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Paralelo a la expansion y activacion de los linfocitos, se debe fabricar la secuencia genética
para el receptor de células T quimerico donde se selecciona un anticuerpo monoclonal contra
el antigeno tumoral al que se va dirigir la terapia. Para ese anticuerpo monoclonal
seleccionado se le determina la secuencia de aminoécidos y posteriormente el transcritoma y
ADN copia (ya determinadas y disponibles para la gran mayoria de anticuerpos
monoclonales). Una vez conocida la secuencia se le incorpora una region codificante que
funcione como marcador como el c-myc que permitird, posteriormente, seleccionar las
células que logran expresan el receptror de células T quimerico. Porsteriormente, se
incorpora la secuencia del CD28 y CD3 { como se muestra en la figura 1 42,
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de corte para enzimas de
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Figura 1. Produccion de la secuencia del receptor T CAR y su introducion al linfocito 42

Como alternativa al uso de vectores virales para la insercion de la secuencia en los linfocitos
T CAR, algunos grupos de investigadores han utilizado la trasferencia de ARN por
electroporulacion con la cual el ARNm se inserta en el linfocito y este empieza a sintetizar
el receptor y a expresarlo. Esta metodologia requiere menos tiempo y un costo menor, sin
embargo, presenta como desventaja que la secuencia codificante para el receptor no se
incorpora al ADN por lo que el linfocito T CAR no puede sufrir expansion y proliferacion in
vivo y las respuestas generadas son de corta duracion 4349,
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Por ultimo, se seleccionan los linfocitos T que hayan incoporado y expresen el receptor de
célula T quimérico mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos contra el c-myc (que
se habia incorporado previamente como marcador) y se expande su nimero en cultivo con
1L.-2 (42,45)'

Preparacion del huésped preinfusion de los linfocitos T CAR y su proliferacion in vivo

Un reto importante en la posible aplicacion clinica de los linfocitos T CAR es prolongar la
supervivencia de estos postinfusion hasta lograr la remision del cancer. Diversos estudios
han demostrado que si se utilizan solo linfocitos T CD8+ estos desaparecen rapidamente
cuando empieza a descender el nimero de antigenos malignos; sin embargo, cuando se utiliza
la combinacién con células T CAR CD4+ en conjunto a IL-2 logran prolongar su
supervivencia in vivo 46:47.48,49),

Para potenciar la sobrevida de los linfocitos T CAR se requiere depletar los linfocitos del
huésped con irradiaciéon o quimioterapia mieloablativa que desencadena la liberacion de
citoquinas proinflamatorias y estimuladores de proliferacion linfocitaria como el factor de
necrosis tumoral alfa (NTF-a), IL-1 e IL-4; ademas, se genera una sobreexpresion de CD80
y CD86 en las células dendriticas que estimula la produccion de IL-12. La linfopenia produce
cambios en el balance de citoquinas con aumento de IL-7 e IL-15 que potencian la
proliferacion y supervivencia de los linfocitos T; ademads, se reducen los linfocitos T
reguladores del huésped que podrian disminuir la respuesta de los linfocitos T CAR e inducir
su destruccion 34 50,51,52,53),

Para estimular la respuesta y proliferacion de los linfocitos T CAR se puede administrar IL-
2,1L-7,IL-15 e IL 21. En 2011, Savoldo ef al. compararon la persistencia de células T CAR
anti-CD19 de primera y segunda generacion (CD28) en seis pacientes con linfoma no-
Hodgkin refractario o en recaida. Ellos demostraron que los niveles de las células de segunda
generacion aumentaron mas de siete veces con respecto a la dosis infundida en una semana,
y eran detectables dos meses después, mientras que los de primera generacion mantenian los
niveles y no fueron detectados a las seis semanas 239,

Desventajas y reacciones adversas de la terapia con linfocitos T CAR

Hasta el momento, no se han descrito casos de enfermedad injerto versus huésped en
pacientes tratados con linfocitos T CAR alogénicos, lo que sugiere que estos linfocitos
quiméricos presentan anergia a los antigenos HLA del huésped. Una vez infundidos, se ha
demostrado que primero sufren una migracion al pulmoén, por lo cual es necesario que el
antigeno blanco se encuentre pobremente expresado en el tejido pulmonar para favorecer la
distribucion hacia el nicho tumoral y evitar la toxicidad pulmonar ©%. Precisamente en el
2010, Morgan et al. reportaron un caso grave de distress respiratorio 15 minutos después de
la infusion de linfocitos T CAR con gran infiltrado pulmonar y muerte a los 5 dias. En dicho
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estudio se trataron pacientes con cancer que sobreexpresaban ERBB2 y utilizaron linfocitos
T CAR de tercera generacion. El paciente que presento la reaccion adversa tenia un cancer
de colon con metéstasis en pulmon e higado. Se demostrd mediante analisis genéticos que el
paciente presentaba polimorfismos genéticos que expresaban una hipersecrecion de IL-6 e
IL-10, por lo que se determin6 que la causa de muerte fue una alta expresion de los antigenos
tumorales en pulmoén sumado a la hipersecrecion de citoquinas dada por el genotipo del
paciente (53-36:57),

Se han descrito que son comunes sintomas similares a un resfriado como fiebre, malestar
general y mialgia posterior a la infusion de los linfocitos T CAR debido a la liberacion de
citoquinas por parte de la respuesta T antitumoral, especialmente, el IFN-y. En una
recopilacion de los datos reportados por varios ensayos clinicos se determind que de 50
individuos tratados con linfocitos T CAR, el 54% presento fiebre, 26% hipotension, 14%
fatiga, 14% bacteremia, 12% dolor de cabeza y 10% dafio renal; otras reacciones menos
frecuentes fueron la neutropenia severa, diarrea, afasia, confusion y fallo hepatico %39,

Las mayores implicaciones de esta terapia es la aplasia de células B (cuando se trata
malignidades linaje B) que usualmente es tratado con infusiones de gammaglobulinas.
Kochender, ef al. (2012), en un ensayo clinico para linfoma folicular y leucemia linfocitica
cronica, reportaron cuatro reacciones adversas con hipogammaglobulinemia, hipotension,
fiebre, y fafio renal que resolvio a los 8 dias de la infusién de inmunoglobulina intravenosa.
También se ha demostrado la presencia de linfocitos T CAR en el liquido cefalorraquideo de
pacientes con manifestaciones neurologicas, lo cual puede llegar a ser beneficioso al combatir
y proteger de la invasion de células leucémicas a sistema nervioso central (2!-60:61,62),

Otra reaccion importante que se puede presentar es el sindrome de activacién macrofagica
que se caracteriza por niveles elevados de ferritina (mayor a 5 000 pg/dl), elevacion de la
proteina C reactiva, dimero D, IFN-y e IL-6, y el sindrome de liberacion de citoquinas que
cursa con fiebre, nduseas y malestar general con una muy alta secrecion de IL-2, IL6 e
interferébn gamma. Los efectos de ambos sindromes pueden ser bloqueados por tocilizumab
(anticuerpo monoclonal antirreceptor de IL-6) o etarnercept (anti-TNF-q) (63 64.65.66),

Mejoras en la seguridad de las terapias con T CAR

Se ha propuesto la introduccion de genes “suicidas” dentro de los linfocitos T CAR para
poder eliminarlos en caso de que provoquen reacciones adversas. Inicialmente se ha utilizado
el gen de la timidina quinasa del virus herpes I que podria eliminarse con ganciclovir o la
utilizacion de genes inducibles de la via de apoptosis endogena como la via Fas (67 68:69.70),

Otro enfoque para mejorar la especificidad y seguridad del uso estas células es la
implementacion de blancos multiples que permitan diferenciar mejor entre células normales
y tumorales. En la actualidad, se plantea el uso de linfocitos T CAR con dos receptores
quiméricos de diferente especificidad, uno que incorpore la activacion del CD3( sin sefial
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coestimuladora y otro que incorpora las sefales coestimuladoras de forma tal que su respuesta
total se dé solamente cuando se reconocen ambos antigenos en las células tumorales.
Alternativamente, se plantea la posibilidad de utilizar un receptor quimérico con las sefiales
coestimuladoras que active una respuesta completa y otro receptor acoplado a un inhibidor o
represor de la respuesta que reconozca un antigeno presente solo en células normales, con lo
cual, si se da el doble reconocimiento, la respuesta es inhibida 67V,

Conclusiones

La principal ventaja de la utilizacion de los linfocitos T CAR la constituye el amplio rango
de antigenos de superficie celulares. Lo anterior sumado al aumento en la habilidad de
proliferacion, persistencia y capacidad citotoxica en las células tumorales; estos potencian la
extension de su uso clinico.

La linfodeplecion del huésped ha demostrado potenciar la supervivencia de los linfocitos T
CAR al liberarse citoquinas proinflamatorias y estimuladores de proliferacion aumentando
su sobrevida y eficacia; sin embargo, estas citoquinas son responsables de las
manifestaciones clinicas que incluyen fiebre, hipotension, malestar general, dolor de cabeza,
problemas neuroldgicos, por lo cual es necesario investigar mas sobre su seguridad y la
mejora en su especificidad para aumentar la seguridad de estas células.
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