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RESUMEN

Introduccidn: el cdncer es un conjunto de enfermedades, que se caracteriza por la desregulacion
de los procesos de proliferacién celular debido a mutaciones en el material genético, que dan
lugar a células cancerosas que se dividen sin control, formando tumores, e invadiendo tejidos y
drganos. El cdncer se encuentra solo por detrds de las enfermedades cardiovasculares como
principal causa de muerte en el mundo. Existen distintos tratamientos como la cirugia,
guimioterapia, radioterapia, e inmunoterapia. Dentro de la inmunoterapia se encuentra la

transferencia celular adoptiva, la cual incluye las células CAR-T.

Objetivo: las CAR-T han tenido un gran avance en investigacion en los ultimos afios, por ello se
justifica la realizacidn de dicha revisién bibliografica, teniendo como objetivo conocer en qué

consiste, sus indicaciones y limitaciones.

Metodologia: para la redaccién del trabajo se recurrié a articulos, paginas webs oficiales de

instituciones oncoldgicas, agencias de medicamentos...

Resultados: la terapia CAR-T consiste en la extraccidn de linfocitos T a los pacientes mediante
aféresis, para posteriormente manipularlos genéticamente ex vivo generalmente con vectores
virales y asi dotarlos con un CAR, con un receptor antigénico quimérico. El dominio extracelular
del receptor se trata de un scFv, capaz de reconocer a un antigeno tumoral especifico, unirse a
él, desencadenar una respuesta celular, y acabar con la célula cancerosa. Actualmente esta
terapia ha tenido mayor éxito en neoplasias hematoldgicas y no tanto en tumores sélidos. De
hecho, no esta comercializada adn ningun CAR-T para tumores solidos, y si para neoplasias
hematoldgicas. Los dos CAR-T industriales aprobados son para pacientes de hasta 25 afios con
LLA-B, y para algunos tipos de LNH en adultos. Esta terapia tiene reacciones adversas que

pueden llegar a ser graves como el SLS y el ICANS.

Conclusidn: es necesario seguir investigando para mejorar la eficacia y seguridad de esta costosa

terapia.

Palabras clave: CAR-T, células CAR-T, terapia CAR-T, cancer, inmunoterapia.



INDICE

1.

INTRODUCCION ...ceoiniieerisiseiseieie bbb 6
1.1, DefiniCiOn @ CANCEI ..ottt ettt sttt esbe e e s e e 6
1.2, Caracteristicas del CANCET......cceoiiiiiire et s 6
1.3, INCIdencia del CANCEN ....c...iiiieieeeee ettt s 8
S - Tol do ] ¢ e [ 1T~ {o LSRR 9
1.5, SigNOS Y SINTOMAS ..uviiiiiiiiiiecciiie ettt e e e e s be e e s s abe e e e s abeee s s abeeesenres 10
1.7, Tratami@nto...cuccii it 11

JUSTIFICACION Y OBJETIVO ...ttt bbb 13

METODOLOGHA. ..ottt 14

RESULTADOS Y DISCUSION:......oviveieeeeeteteeeeeeeeeeeessssses ettt esessssasasasasananas 15

4.1. Transferencia celular adoptiva, terapia con células CAR-T .......ccccveeeivciieeiecieeennnns 15

4.2.  Estructuray diferentes generaciones de CAR-T.......cccccoeeeieiiieeeeiiieeeccreeeeereeee e 16

4.3.  ¢(En qué consiste la terapia CAR-T, cudles son sus etapas en el desarrolloy la

1o T [¥Tolol o oI PRSP 18

4.4. Terapias CAR-T y tipos d& tUMOIES ......cueeiieiiieiiciiiee e e 21

4.5. Reacciones adversas ocasionadas por la terapia CAR-T.......cccceeeecvieeeeciieeeecieeeeenns 24

4.6. Coste de 1as terapias CAR-T.....cccccciieeiiiieeeeectiee e e ecttee e e ecte e e e estreeeeerteeeeebaseeesseneaeanns 26

4.7. Debilidades de los actuales CAR, y las posibles soluciones en los fututos disefios 27

4.8. Regulacion de la terapia CAR-T. Situacidn actual en Espafa. ......cccccceecveeeevcieeennns 31

CONCLUSIONES: ...ttt sttt ettt st sttt e b e sbe e sae e s sanesreenneenneesmees 33

BIBLIOGRAFIA: ....couteeiiieiireise ettt 34



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Genes implicados en la formacion del CANCEer.......o.vcveeeecce e e 7
Tabla 2. Algunos de los antineopldsicos MAs IMPOrtaNtes.......ccccceeiririreece e 11
Tabla 3. Posibles antigenos objetivos en investigacidn para neoplasias hematoldgicas................ 22

Tabla 4. Ejemplos de posibles antigenos objetivos en investigacion para distintos tumores

(Yo ][0 Lo X3RS 24

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. EStructura de@ TCRY CAR.....oci ottt et st et s bt s e eaeste st sae s e sentesansesens 16
Figura 2. ESTrUCTUIra d@ CAR......ociiece ettt st st e et b et et e s aaesbe st sae e e bentebasarees 17
Figura 3. Diferentes generacion@s de CAR..........cvviveieeececece ettt st st st e e b et s 17
Figura 4. Etapas de 1a terapia CAR-T ...ttt ettt st e b et st e e st st see see e sastessenaes 19
Figura 5. Dual CAR, Tandem CAR y Looped Tandem CAR.......cccovcireinineireece e ese e 27
FIUIA 6. IMIUIEE CAR ...ttt sttt ettt e e st st st e e et se et e e s b sae st se e e basbensebereaneanns 28
FIgura 7. SYNNOTCH FECEPION ...ttt st st s s e e s s e ree s 28
FIgura 8. ON-SWItCh CAR.....ooiieiieeece ettt st st e b st et e e sae st st e e s s sebataneans 28
FISUPQ 9. HCAR .ottt e sttt st et ea et e et sbe s b saeeue et e b e st besbesbes e et sae st sbeeueetasessasssensan 28
Figura 10. CElulas CAR-T CONICASPT.....cciieierirtirtereeeetesteste st e teseraste s sssesestestesae s e s sentesaesassannanesaeeee 29
Figura 11. Esquema general del UNICAR.........c.cuieiieece ettt et b s s 29
FIBUIa 12. BBIR CAR. ...ttt ettt sttt e e et e e saeees e s saesae e saesseesrsaesses seeensasanes seeerssenneesenenseennes 30
Figura 13. Estructura general del Anti-FITC CAR, Anti-5B9 CAR y Anti-PNE CAR.........cccceeerverenenes 30
FISUIA 14. SUPRA CAR ..ottt sts et te e sttt e e e eee e e saesae et e e saesaeeen e steeseanses st sseenseesreensannneeas 30



1. INTRODUCCION
1.1. Definicidon de cancer

El proceso de divisidn celular ocurre de forma controlada, mientras que unas células envejecen
y mueren, otras crecen y se dividen ocupando el lugar de las anteriores. Este equilibrio puede
romperse, de tal forma que subsisten aquellas células envejecidas y dafiadas, y siguen
proliferando nuevas células de forma descontrolada (NCI, 2015). De esta forma se desarrolla el
cancer, por fallos en los mecanismos celulares que controlan la proliferacion celular dando lugar

a una tasa de crecimiento celular en exceso (Lodish et al., 2016).

Se puede definir el cdncer no como una enfermedad, sino como un conjunto de enfermedades
relacionadas (NCI, 2015) que tienen en comun ciertas caracteristicas como la aparicién de
células anormales que se dividen sin control y con la capacidad de invadir tejidos y érganos
adyacentes, asi como lejanos, proceso denominado metdstasis. Como resultado de ese
crecimiento descontrolado da lugar a la aparicién de tumores (Puente y Velasco, 2017; Alberts,
2011). Existen distintos tipos de cancer que, aunque comparten unas caracteristicas comunes,
se diferencian en ciertos aspectos, como por ejemplo en la velocidad de propagacién vy

crecimiento o en la forma en la que responden a determinados tratamientos (ACS, 2016).

Los distintos tipos de cancer se suelen nombrar segun el 6rgano, o el tejido o células donde se
desarrolld. Atendiendo al tipo de células donde se origind, algunos de los tumores mas comunes
son: carcinoma (origen células epiteliales), sarcoma (células del tejido conectivo, también en
musculos), leucemia (células de la médula dsea, este tipo no forma tumor), linfoma (tejido
linfatico), mieloma multiple (células plasmaticas), melanoma (melanocitos), tumor de cerebroy
médula espinal (células del tejido nervioso) (NCI, 2015). De todos ellos el carcinoma es el mas
frecuente, dentro de este, algunos de los mds comunes son los de mama, préstata, pulmén, o

colon (Puente y Velasco, 2017).
1.2. Caracteristicas del cancer

La desregulacién en los procesos de proliferacion celular que dan lugar al cancer, se produce por
mutaciones, alteraciones en el material genético. Estos dafios se manifiestan mayormente en
células somaticas, (Alberts et al., 2011), aunque es cierto que algunas mutaciones en el ADN se
heredan, las llevan consigo las células de la linea germinal, aumentando asi la probabilidad de
desarrollar cancer (Lodish et al, 2016). Se cree que esta enfermedad se puede producir no solo
por alteraciones en el ADN, sino también por un dafo epigenético (Puente y Velasco, 2017). Sea

un dafio genético o epigenético, estos pueden estar causados por mutigenos externos, o por



mutaciones internas espontdneas debido a fallos en la replicacién y reparacién del material
genético, o bien simplemente son mutaciones heredadas (Puente y Velasco, 2017; Alberts et al.,

2011).

El cancer es una enfermedad genética debido a las alteraciones en los genes que regulan los
mecanismos de proliferaciéon celular (NCI, 2015). En la transicion de una célula normal a
cancerosa no se requiere una Unica mutacién sino varias (Alberts et al., 2011). A medida que
crece un tumor se producen nuevas alteraciones, habiendo en un mismo tumor células con
distintas mutaciones (NCI, 2015). Algunas de las caracteristicas que poseen estas células son:
proliferacién en ausencia de sefales externas y aun habiendo sefales de inhibicion, pérdida de
la diferenciacidn, evasién de la apoptosis, proliferacion de forma ilimitada, inestabilidad
gendmica, induccién de angiogénesis, invasion de tejidos y metastasis, resistencia al sistema

inmunitario y metabolismo de la glucosa anémalo (Cruz y Gonzélez, 2017).

Cada paciente tiene un tumor con una serie de mutaciones genéticas exclusivas (Puente y
Velasco, 2017), estas se producen en unos determinados genes, los cuales se pueden agrupar
en protooncogenes (el gen mutado se llama oncogén), genes supresores de tumores y genes

cuidadores o de mantenimiento del ADN, (tabla 1) (Lodish et al., 2016).

Tabla 1. Genes implicados en la formacion del cdncer. Tomado y modificado de Lodish et al., 2016.

GENES IMPLICADOS EN LA FORMACION DEL CANCER

Funcién . .
Ejemplos de productos Efecto de la Referencia
normal de los L. < o (Brr a2l T
génicos mutacion bibliografica
genes
Proteinas antiapoptdticas, Ganancia de
Promuevenla @ factores de transcripcion, funcion,
Protooncogenes supervivencia componentes de vias de permiten Lodish et al.,
(dominante) ola sefializacién y la proliferacion 2016
proliferacion transduccidén de sefiales y supervivencia
de proliferacion no reguladas
Proteinas que promueven s
. : . ? . Pérdida de
Inhiben la la apoptosis, proteinas L
Genes supervivencia ue actuan en los puntos LTIy
supresores de . , - p permiten la Lodish et al.,
de la célula o de control del ciclo . -
tumores . L. proliferaciéon y 2016
. la celular. Ej. p53 (mutacion . .
(recesivo) . . , o supervivencia
proliferacion presente en mas del 50 %
. no reguladas
de los canceres)
Pérdida de
Reparan o L.
Genes . . ., funcidn, .
cuidadores previenen el Enzimas de reparacion del ermiten la Lodish et al.,
. dafio en el DNA P ., 2016
(recesivo) DNA acumulacion de

mutaciones



1.3. Incidencia del cancer

A nivel mundial las enfermedades no transmisibles tienen un gran peso en los fallecimientos
(Bray et al., 2018). El cancer se encuentra solo por detrds de las enfermedades cardiovasculares
como principal causa de muerte, siendo responsable de 1 de cada 6 muertes en el mundo (ACS,
2018). La incidencia de esta enfermedad esta creciendo, esto se debe al aumento en la
esperanza de vida, al crecimiento de la poblacién y a distintos factores socioeconémicos que se
encuentran detras de distintos tipos de cancer que sobre todo encontramos en los paises
desarrollados (Bray et al., 2018; Fidler et al., 2016). En 2018 el numero estimado de casos nuevos
de enfermos de cancer a nivel mundial fue de 18,1 millones y los fallecimientos de 9,6 millones
(IARC, 2018). Segln la base de datos GLOBOCAN, para el 2040 la incidencia serd de 29.5 millones,
y la mortalidad de 16.3 millones (SEOM, 2019; ACS, 2018).

No todos los paises del mundo tienen la misma incidencia y mortalidad. En la transicion
econdmica de paises en vias de desarrollo, con cambios en estilo de vida, se observa un aumento
en la incidencia de neoplasias, siendo mas frecuentes los tumores tipicos de los paises
industrializados (cdncer de mama, colorrectal, pulmdn y prdstata) y se observa una bajada en
aquellos canceres que son debido a infecciones (cancer de cérvix, hepatico, de estdmago,
sarcoma de Kaposi) (Fidler et al., 2016). Se cree que estas infecciones causan el 25 % de los

canceres en paises con niveles econdmicos bajos y medios (OMS, 2018).

A nivel mundial los canceres con mayor numero de casos son de pulmon (11.6 %), mama (11.6%),
colorrectal (10.2%), préstata (7.1%) y estdmago (6.7%). Aquellos que ocasionan mas muertes
son los de pulmén (18,4%), colorrectal (9.2%), estdmago (8.2%), higado (8.2%) y mama (6.6%).
En hombres, el cdncer mas comun y que ocasiona mds muertes es el de pulmon, mientras que

en mujeres es el cancer de mama (Bray et al., 2018).

En 2017 se publicé un estudio en el cual se estimd que al afio hay 215 000 casos nuevos de
cancer en nifios de 0 a 15 afios y unos 85 000 casos nuevos en niflos de 15 a 19 afios (IARC,
2016). Si se mira atras en la década de 1980, habia un 13 % menos de cancer infantil a nivel
internacional comparado con la década de los 2000 (IARC, 2017). Los tipos mas comunes de
cancer infantil son distintos a los de los adultos. La leucemia es el cancer infantil con mayor
impacto, también son frecuentes los linfomas, tumores del sistema nervioso (algunos solo se
dan en nifios como el neuroblastoma), y tumores embrionarios (IARC, 2016). A nivel mundial es
mas comun entre los nifios de 0 a 14 afios la leucemia y entre los nifios de 15 a 19 afios el linfoma

(Steliarova-Foucher et al., 2017).



En Espaiia el cancer tiene un gran peso en la morbi-mortalidad, se prevé que unos 277 234
espanoles seran diagnosticados de cancer en 2019, siendo los mas comunes los de colon y recto,
prostata, mama, pulmén y vejiga urinaria. En 2017 el cancer fue la segunda causa de muerte,

siendo mas mortal el de pulmén seguido del de colon y recto (SEOM, 2019).
1.4. Factores de riesgo

Casi un tercio de los fallecimientos por cdncer son debidos a factores modificables, como el
tabaco, alcohol, obesidad, sedentarismo y bajo consumo de frutas y verduras (OMS, 2018). El
tabaco es el principal factor de riesgo, la primera causa evitable del cancer (Granados et al.,
2016), y el mayor responsable del cancer de pulmén (Schiiz et al., 2015), también aumenta el
riesgo de otros canceres como de faringe, laringe, oral, eséfago, estdmago, colorrectal y seno
entre otros (Fedewa et al., 2015). El alcohol es otro factor importante, se relaciona con cancer
de boca, faringe, laringe, eséfago, higado, colorrectal y mama (Schiiz et al., 2015). El consumo

de alcohol y tabaco juntos aumenta el riesgo de padecer cancer (NCl, 2015).

Las personas obesas tienen un mayor riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer como de
cuerpo de utero, higado, pancreas, colorrectal, mama, linfoma no Hodgkin, prdstata, ovario...
(ACS, 2019). La actividad fisica reduce el riesgo de padecer cancer como de mama o colon,
también una dieta rica en frutas y verduras, baja en calorias (grasas y azucares), carnes rojas y

procesadas disminuyen el riesgo de cancer sobre todo colorrectal (Schiiz et al., 2015).

Por otro lado, ciertos microorganismos se relacionan con neoplasias, como es el caso de
Helicobacter pylori, papilomavirus (VPH), virus de la hepatitis By C, virus de Epstein-Barr, herpes
virus humano-8 (HHV-8), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). También existen parasitos

qgue dan lugar a ciertos tipos de cancer (S. hematobium) (NCl, 2017).

Asimismo, las exposiciones ocupacionales y ambientales a ciertos compuestos se han vinculado
con neoplasias. Por ejemplo, el benceno (cdnceres hematoldgicos), pesticidas (cancer hepatico
o colon), fibras de amianto (cancer de pulmdn, mesotelioma maligno (MM)), metales como

cromo, niquel, arsénico, solventes... (Falzone et al., 2016; Salemi et al., 2017).

Otros factores de riesgo pueden ser la exposicion a radiaciones ionizantes, el gas radon,
radiaciones solares, terapia de reemplazo hormonal, la herencia genética (Granados et al; 2016)

y el envejecimiento, por acimulo de dafios en el DNA (Podolskiy y Gladyshev, 2016).



1.5. Signos y sintomas

En el cancer se pueden presentar sintomas y signos muy diversos, depende del tipo de tumor,
su localizacién y tamafio. En neoplasias mas avanzadas con metdstasis los signos y sintomas se
ubican en distintas partes del organismo. Las diferentes manifestaciones pueden aparecer
debido a la opresidn del tumor en dérganos, vasos sanguineos, y nervios (ACS, 2014) o a la
produccién de hormonas y otras sustancias por parte de las células cancerosas, o a la ulceracion

del tumor y su consiguiente sangrado o infecciéon (Kumar et al., 2018).

Ciertos sintomas observados, no son exclusivos del cancer, pueden ser debidos a otras
afecciones. Algunos de ellos son: fiebre y sudores nocturnos, cambios en la piel, bajada de peso
sin razdén, cansancio constante y nédulos (NCI, 2019). Algunas manifestaciones se relacionan con
ciertas neoplasias, por ejemplo, en el cancer de mama se pueden palpar nédulos, hay dolor en
los senos, irregularidades en la piel o pezdn (Koo et al., 2016). En el cancer de pulmdn puede
aparecer tos, hemoptisis, disnea. En el cancer colorrectal los sintomas de sospecha son sangrado
rectal, cambios intestinales, pérdida de peso. La nocturia, hematuria, retencién de orina y tacto
rectal positivo se relacionan con cancer de prdstata (Huggenberger y Andersen, 2015). En la
leucemia es frecuente la hepatomegalia o esplenomegalia, linfadenopatias, hematomas,
hemorragias nasales y de encias, fiebre y cansancio (Shephard et al., 2016; Clarke et al., 2016).

Las linfadenopatias son comunes también en los linfomas (Rueda, 2017; Provencio, 2017).
1.6. Diagndstico

En el cancer es importante detectarlo en fases iniciales para que el tratamiento sea mucho mas
efectivo. Para ello se realizan los cribados de colon, mama, cérvix y préstata mediante
colonoscopia/deteccion de sangre oculta en heces (SOH), mamografia, citologia/prueba de VPH

y test de antigeno prostatico especifico (PSA) respectivamente. (Chirivella et al., 2017).

En el diagndstico del cancer se tienen en cuenta distintos aspectos, como la historia clinica, los
resultados de la exploracidn fisica, el estudio histoldgico de una muestra obtenida por biopsia
con aguja, endoscopia o cirugia (exactitud casi del 100%), el diagndstico molecular (se puede
saber qué mutaciones estan presentes, el subtipo de tumor, el prondstico, o su tratamiento), el
estudio por imagen (radiografia, tomografia computarizada, ecografia, resonancia magnética,
tomografia por emisién de positrones (PET)...), y las pruebas de laboratorio (analisis de sangre u

orina, deteccidon de marcadores tumorales, etc.) (NCI, 2019; Morillo y Hernandez, 2018).

10



1.7. Tratamiento

Existen distintos tratamientos como la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia, la terapia
dirigida (en la cual se usan anticuerpos monoclonales o moléculas pequefias) (NCI, 2018), la
terapia hormonal (en tumores hormonodependientes) (NCI, 2015), la inmunoterapia y el
trasplante de células madre (en caso de leucemia, linfoma o mieloma multiple) (NCI, 2015). El
tratamiento se elige segun el tipo de tumor, el estadio del cdncer, y los problemas de salud que

presente el paciente. Normalmente se administran varias terapias. (Guerrera et al., 2016).

La cirugia puede eliminar el tumor eficazmente, siempre que este no sea irresecable, es decir,
gue por su localizacidn, extensidon o tamafio no se pueda extirpar por completo. Cuando hay
metadstasis una cirugia no tiene un fin curativo. (Granados et al., 2016). Junto con la cirugia a
veces es necesario la quimioterapia o radioterapia para mayor eficacia (ACS, 2016). La
radioterapia utiliza radiacién ionizante como rayos X o gamma, particulas alfa, electrones y
protones para producir dafio en el ADN y la muerte celular (Hinojosa y Balam, 2016). Dentro de
la radioterapia se puede diferenciar la radiacion externa, la braquiterapia y la radiacién sistémica
(ACS, 2016). En la quimioterapia se usan los antineopldsicos que actuan sobre células que
proliferan rapidamente, incluyendo células cancerigenas y también sanas, por lo que se
producen efectos secundarios. Algunos de los principales citostaticos se representan en la tabla

2 (Lépez-Vega y Fldrez., 2014).

Tabla 2. Algunos de los antineopldsicos mds importantes. Informacion tomada de Ldpez-Vega y Fldrez, 2014.

Mecanismo . .
Grupo .. Efectos secundarios Observaciones
de accion
Mostazas Mielosupresidén, nauseas, Se usa mesna
nitrogenadas. Ej. vomitos, alopecia, cistitis para las cistitis
Ciclofosfamida hemorragicas, visiéon borrosa... hemorragicas
n . . ., . Especificidad
2 Alquilsulfonatos F Mielosupresion, nauseas, P ,
c £ Busulf orman S mitos. fibrosis oul sobre médula
s j. Busulfano enlaces con vémitos, fibrosis pulmonar... Ssea
=]
=3 . el ADN . .. .
© Nitrosoureas L Mielotoxicidad, nduseas, Son capaces de
" . . impidiendo .. . .
e Ej. Carmustina U vomitos, fibrosis pulmonar... atravesar la BHE
[= . ..
E" Etll.enlmlna.s y replicaciony ) - Atraviesa la BHE
metilmelaminas transcripcién Mielosupresion
Ej. Tiotepa a ARN
Otros Mielosupresidén, nauseas,
Ej. Dacarbazina vomitos, sindrome griposo
Nduseas, vomitos,
o Ej. Cisplatino nefrotoxicidad, neurotéxico, S .
. o on necesarios
o Unidn a la ototdxico...
o 2 . L potentes
= £ guanina o Menos nefrotéxico y s
QL %5 . . . L. p antieméticos y
g- ‘—Q"_ Ej. Carboplatino adenina del neurotdxico, pero mas una profusa
o ADN mielosupresor . L,
o hidratacién

Ej. Oxaliplatino

Menos emetdgeno, pero
neurotoxicidad similar
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Continuacion de tabla 2. Algunos de los antineopldsicos mds importantes. Informacion tomada de Lépez-Vega y Florez,

2014.

Andlogos del
folato.

Ej. Metotrexato
Analogos de
pirimidinas. Ej.
5-Fluouracilo
Analogos de
purinas.

Ej. 6-Tioguanina

Antimetabolitos

Alcaloides de la

3 .

§ § Ej.V\?nanI?s.tina
2 E

E & Taxanos.
[=

Ej. Docetaxel

Inhibidores de la
topoisomerasa l.
Ej. Irinotecan

Inhibidores de la

Inhibidores de la
topoisomerasa

Ej. Etopodsido

Antraciclinas. Ej.
Doxorrubicina

Bleomicina

Antibiéticos
antitumorales

Dactinomicina

topoisomerasa ll.

Impiden la
sintesis de bases
puricas y
pirimidinicas y
por tanto del
ADN

Inhiben sintesis
de microtubulos

Estabilizan los
microtubulos

Inhiben la
topoisomerasa |

Inhiben la
topoisomerasa Il

Varios
mecanismos.
Ej. Unidn al ADN,
inhibicidn de las
topoisomerasas

Mielosupresidn, mucositis y
hepatitis

Ndauseas, vomitos, estoma-
titis, ulceracién en el tubo
digestivo, leucopenia

Pancitopenia, alteraciones
gastrointestinales y hepaticas

Neurotoxicidad periférica,
estrefiimiento, dolor
espastico

Hipersensibilidad,
neutropenia, alopecia,
artromialgias

Neutropenia y diarrea (una
forma hiperaguda y otra mas
tardia)

Nauseas, vomitos,
mielosupresion, alopecia,
neutropenia periférica,
reaccion alérgica...

Ndauseas, vomitos, diarreas,
estomatitis, cardiotoxicidad...

Pirexia leve, exantema en
latigazo, hiperqueratosis...
Anorexia, emesis,
mielosupresion,
inmunosupresion...

Rescate con
leucovirona

Con leucovirona

mayor eficacia en

cancer de colon

Para prevenir la

hipersensibilidad
en los taxanos se

da corticoides y
antihistaminicos

La atropinay la
loperamida se
usan para la
diarrea

Desrazoxano
disminuye la
cardiotoxicidad
del grupo de las
antraciclinas

En cuanto a la inmunoterapia, esta consiste en mejorar la capacidad del sistema inmunitario

para combatir el cancer. Los tipos de inmunoterapia se pueden dividir si la terapia ayuda al

sistema inmunitario a contraatacar directamente al tumor o aumenta la respuesta inmune en

general (NCI, 2018). También se pueden clasificar en inmunoterapias activas, la terapia hace que

el propio sistema inmunitario actue, o pasivas (Rodriguez, 2017).

Atendiendo a la primera clasificacion, las terapias que aumentan la respuesta inmune de forma

general, se basan en la administracidn de citoquinas (interferones como INF-alfa e interleucinas

como IL-2) y del bacilo de Calmette-Guérin (BCG), usado en cancer de vejiga (Barrera et al., 2016;

ACS, 2016). En el otro grupo de terapias estan los inhibidores del punto de control, la

transferencia adoptiva celular, los anticuerpos monoclonales y las vacunas (NCI, 2018).
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Las células cancerosas activan las vias de control que suprimen la respuesta inmunitaria, estas
sefializaciones son interrumpidas por los inhibidores de punto de control, permitiendo al
sistema inmunitario atacar a los tumores. Algunos ejemplos de estos inhibidores son
ipilimumab, cuya diana es el antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) o pembrolizumab

que se une al receptor de la muerte programada 1 (PD-1) (Darvin et al., 2018).

Los anticuerpos monoclonales se unen a dianas de las células cancerosas para que el sistema
inmunitario las reconozca facilmente y las elimine. Por ejemplo, trastuzumab se une al antigeno
de superficie HER2 expresado en la superficie de células cancerosas de mama y estomago (ACS,
2016). Las vacunas como hemos dicho anteriormente es otro tipo de inmunoterapia y actdan
produciendo una respuesta antitumoral adaptativa gracias a la presentacién del antigeno
tumoral, en 2010 la FDA aprobé sipuleucel-T para cancer de préstata (FDA, 2019; Velcheti y
Schalper, 2016). Por ultimo, decir que la transferencia adoptiva celular, nombrada previamente,
es una terapia inmunoldgica dentro de la cual se encuentra las células Ty CAR (NCI, 2018), esta

ultima se desarrollard detalladamente en el apartado de resultados.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVO

Si realizamos una busqueda en PubMed, utilizando la palabra clave “CAR-T cell”, podemos
observar que a partir del 2014 en adelante ha habido un aumento en el nimero de publicaciones
e investigaciones, siendo mayor cada afio. Carl June, uno de los primeros investigadores de las
terapias CAR-T reconoce el auge de este campo “Hace afios éramos muy pocos los equipos de
investigacion...Ahora hay centenares de equipos y se dispone de grandes presupuestos...”
(Ramudo, 2019). Yi Lin es otra investigadora de peso en esta area, y opina que “...con el tiempo
las CAR-T podrdn hacer frente a muchos tipos de cancer que hoy son incurables...” (Moreno,

2019). En 2018 ASCO nombr¢ esta terapia como el avance del afio (ASCO, 2019).

Por todo ello se justifica la necesidad de una revision bibliografica de esta prometedora terapia,
en la que se pretende conocer el tratamiento, en qué consiste, las indicaciones terapéuticas, los
resultados que se estdn obteniendo, las posibles reacciones adversas, las limitaciones que puede
tener, qué medicamentos han sido autorizados, las nuevas investigaciones y nuevos avances.
Asimismo, a nivel de Espaia indagar donde se estd llevando a cabo este tratamiento, los criterios

necesarios para que los centros puedan realizar las terapias y el coste que suponen.
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3. METODOLOGIA

Para llevar a cabo esta revision bibliografica, se realizé una bldsqueda de articulos de acceso libre
y gratuito a través de la Universidad de Sevilla, libros, y algunas pdginas web oficiales tales como
la EMA (European Medicines Agency), FDA (Food and Drug Administration), NCI (National Cancer
Institute), ASCO (American Society of Clinical Oncology), ACS (American Cancer Society), IARC
(International Agency for Research on Cancer), Ministerio de Sanidad Consumo y Bienestar
Social y SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica) entre otras. La busqueda se desarrolld

desde noviembre de 2019 hasta enero de 2020.

Para la consulta de articulos, se utilizé el sistema de busqueda PubMed, desarrollado por el
“National Center of Biotechnology Information” (NCBI) en la “National Library of Medicine”
(NLM), de Estados Unidos. PubMed es de acceso libre, y permite la entrada a diferentes bases
de datos, siendo la mas importante MEDLINE. Las palabras claves que se utilizaron fueron “CAR-

T”, “CAR-T cells”, “CAR-T therapy” y “cancer”. Se aplicé filtros de busqueda desde hace 6 afos.

En este trabajo se recurrié también a libros de oncologia, patologia, farmacologia y biologia
celular, sobre todo para la elaboracion de la introduccion. Se pudo acceder a ellos mediante
Fama, el catdlogo de la Biblioteca de la Universidad de Sevilla. Se pretendié utilizar una
bibliografia lo mas actualizada posible. La mayoria de ellos estan publicados en una fecha
posterior al 2014, salvo uno de ellos, con fecha de publicacién del 2011, siendo este la fuente

mas antigua utilizada para la redacciéon de dicha revision.

Para redactar la introduccion, a la hora de obtener datos sobre epidemiologia e incidencia se
utilizaron palabras claves como “epidemiology”, “incidence” y “cancer”. Del mismo modo que
para obtener resultados de los factores de riesgos asociados al cancer se utilizaron las palabras
claves “risk factor” and “cancer”, para conocer los signos y los sintomas del cancer se emplearon

”n u

las palabras “sign” “symptom” and “cancer”, para indagar sobre los posibles métodos de
diagndstico se escribid como palabras clave “diagnosis” y “cancer”. Por ultimo, para investigar

sobre el arsenal terapéutico actual contra el cancer se usé las palabras “treatment” y “cancer”.

En el caso de los resultados, para profundizar ciertos temas de las terapias CAR-T, ademas de las
palabras claves como “CAR-T” o “CAR-T therapy”, se emplearon otras, como “generation” para
estudiar las diferentes estructuras de este receptor, o “solid tumor” para conocer el avance de
las terapias CAR-T en este campo, también para investigar el proceso de elaboracidn se escribio
en el motor de busqueda palabras como “manufacture”. Fueron de ayuda las paginas de la FDA,

EMA, y AEMPS para conocer que terapias han sido aprobadas. También se accedio a la pagina
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del ministerio de sanidad del gobierno para conocer la situacidon de estos farmacos vivos en

Espaia.

4. RESULTADOS Y DISCUSION:
4.1. Transferencia celular adoptiva, terapia con células CAR-T

La transferencia celular adoptiva (ACT), también llamada terapia adoptiva celular es un tipo de
inmunoterapia utilizada en el cancer. Consiste en la infusién al paciente de aquellos linfocitos T
qgue presentan una alta afinidad por los antigenos asociados a tumores (TAA). Los linfocitos
infiltrantes de tumores (TIL), y las células T genéticamente modificadas forman parte de este
tipo de terapia. Las células T genéticamente modificadas son las células T que expresan un
receptor de células T (TCR) especifico para un TAA, y los linfocitos T que expresan un receptor

de antigeno quimérico (CAR) especifico para un TAA (Cruz y Garcia, 2019).

Los TIL fueron los primeros en la ACT (June y Sadelain, 2018). Steve Rosenberg fue capaz de aislar
y expandir los TIL, los pudo hacer crecer en cultivo, los selecciond y los introdujo de nuevo en
los pacientes que padecian melanoma avanzado, observandose en mas de la mitad de los
pacientes regresion del tumor (Bonini y Mondino, 2015). Debido a que esta técnica tenia ciertos
inconvenientes como la dificultad de obtener gran cantidad de células T o la poca frecuencia de
estos linfocitos en otras neoplasias, hizo que se buscasen otras estrategias, como la

manipulacion genética de este tipo de células (Abken et al., 2014).

Zelig Eshhar fue unos de los primeros en desarrollar un receptor de antigeno quimérico llamado
“T-Body” expresado por los linfocitos T. Este receptor de antigeno quimérico (CAR) les da la
capacidad a estas células inmunitarias de reconocer a un TAA, unirse a él, y desencadenar una
respuesta celular, produciéndose la amplificacidon de las células T, secrecion de citoquinas y la
citélisis de la célula cancerosa (Abken et al., 2014). Se puede decir que estos tipos de terapias

engloban la terapia génica, celular y la inmunoterapia (Cradick, 2016).

Las células CAR-T presentan ciertas ventajas en comparacion con las células que expresan el TCR.
Por ejemplo, la unién de CAR al antigeno se hace de forma independiente al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), pueden unirse directamente a antigenos de superficie en su
conformacién nativa sin la necesidad de las células presentadoras de antigeno (APC), en cambio
el TCR necesita que el antigeno sea presentado por el MHC (Abken et al., 2014; Maus et al.,
2014). Esto hace que las células con TCR no puedan reconocer aquellas células tumorales que
escapan a la respuesta inmune cuando dejan de expresar o expresan en menor cantidad el MHC

o moléculas implicadas en el proceso y la presentacion del antigeno (Bonini y Mondino, 2015).
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Los antigenos que pueden reconocer un TCR son peptidicos (Abken et al., 2014), sin embargo,
el CAR puede reconocer ademads de antigenos peptidicos, antigenos de lipidos y carbohidratos
(Cruz y Garcia, 2019). Otra ventaja que presentan es que los CAR tienen una mayor afinidad por

el antigeno diana, que los TCR (Maus et al., 2014).
4.2. Estructuray diferentes generaciones de CAR-T

El TCR (figura 1) se trata de un heterodimero o/, que como hemos dicho anteriormente tiene
la capacidad de unirse a un TAA presentado por el MHC. Al unirse el receptor y el antigeno se
activa el complejo TCR/CD3 que posee 10 motivos de activacidon del inmunoreceptor basado en
tirosina (ITAM) (Zhang y Xu, 2017), al fosforilarse la tirosina de estos motivos se produce una

cascada de sefializacion que termina con la muerte de la célula tumoral (Abken et al., 2014).

HLA

T ti Tumor-specific antigen
bl Chimeric Antigen
scFvs Receptor
T-Cell Receptor
Targeting element
i | L Transmembrane <2 I
(e T ! domain
‘ Y . CD28 or 4-18B
U (costimulatory domain)
cD3
D3¢ v

Figura 1. Estructura de TCR y CAR. Tomado y modificado de June y Sadelain, 2018. El CAR de esta figura se trataria
de un CAR de segunda generacion al poseer ademds de CD3{, un dominio de coestimulacion

Los CAR se tratan de receptores sintéticos, con una estructura diferente a los TCR. Poseen un
dominio extracelular y un dominio intracelular unidos mediante una regidn bisagra y un dominio
transmembrana. El dominio extracelular o de reconocimiento se trata de un fragmento variable
de cadena sencilla (scFV), el cual se clona a partir de los dominios variables de la cadena pesada
y ligera de un anticuerpo monoclonal (mab) especifico de un antigeno. El dominio intracelular o
de sefializacién tiene como funcidn la transduccion de sefiales y esta formado por la cadena zeta
(2) del complejo CD3 (figura 2). CD3{ contiene tres ITAM que se activan tras unirse el TAA a scFV,
produciendo la activacion de la célula T (Cruz y Garcia, 2019; Maude et al., 2015; Heyman y
Yang., 2019; June y Sadelain, 2018; Cradick, 2016; Bachmann, 2019), por lo que no es necesaria
las otras cadenas (y, 6 y €) del complejo TCR/CD3 para producir una sefial y dicha activacién
(Benmebarek, 2019). La region bisagra y el dominio transmembrana tienen su importancia en

cuanto a que pueden facilitar o dificultar la interaccidn con el antigeno, o el proceso de sinapsis
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2014).

La estructura del CAR descrita en el

\ )
4 H O// —_——
parrafo anterior corresponde a un .4 tumor cell @_ D

CAR de primera generacion (figura CAR oci{ied 3.cel

3), puesto que solo posee la cadena rigurg 2. Estructura de CAR. Tomado de Bachmann, 2019.

CD3C. Gracias a este dominio de sefializacién, la célula T se activa, se produce la proliferacion de
células T y la muerte de células tumorales (Maude et al., 2015) pero sin coestimulacién la
respuesta no es continua, las células T entran en estado de anergia, y en algunas se llega a la

muerte celular inducida por activacion (AICD) (Van der Stegen et al., 2015).

s Secord Thed Debido a la falta de actividad
Generation Generation Generation
CAR CAR CAR

sostenida de los CAR de primera

Linker,

generacion, se desarrollaron los

scFv
‘ ‘ CAR de segunda vy tercera
hinge

generacion. Para ello se cayé en la

necesidad de una segunda sefial,

One Costimulation Domain Two costimulation domains
(158 er oL28) o de una sefial de cooestimulacion
CD3g IcCos
C3; Pt mediada por receptores
co3; coestimuladores, como CD28 o 4-

Figura 3. Diferentes generaciones de CAR. Tomado de Maude et al.,, 2015 1gg (CD13) (Yeku et al., 2017). Esta

coestimulacién aumenta la secrecién de citocinas, la expansion policlonal de las células CAR-T,
la supervivencia, la infiltracion tumoral y la muerte de células tumorales (Abken et al., 2014;
Yeku et al., 2017; Heiman y Yang, 2019). Ademas, el dominio de coestimulacién CD28 induce IL-
2, que de forma autocrina aumenta la amplificacidn de las células T (Abken et al., 2014). Estudios
preclinicos manifiestan que el dominio 4-1BB presenta una persistencia superior que CD28
(Maude et al., 2015), otros relacionan el dominio CD28 con un comportamiento mas citotéxico
por parte de las células T y el dominio 4-1BB con un comportamiento similar a las células T de

memoria (Heiman y Yang, 2019).

Los CAR de segunda generacion ademas de disponer de CD3{, tienen un dominio de
coestimulacién que puede ser CD28 o 4-1BB. Los de tercera generaciéon en vez de un solo

dominio de coestimulacién poseen dos, y pueden ser una mezcla de los siguientes: CD27, CD28,
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4-1BB, ICOS, 0X40 (Maude et al., 2015). Se ha observado en estudios preclinicos una mayor
eficacia antitumoral en las células CAR-T de tercera generacion que en las de segunda (Jackson

et al., 2016).

Existe una cuarta generacion de células CAR-T, llamadas TRUCKs “T cell redirected for universal
cytokine-mediated killing” o también llamadas células CAR-T blindadas. Debido a que las células
tumorales que no presentan antigeno escapan de las células CAR-T, se pensd en el disefio de
una célula CAR-T con genes de citocinas inducibles, como la IL-12. De esta forma se hace frente
al microambiente inmunosupresor del tumor, se aumenta la activacion de células T y atrae y
activa a las células inmunes innatas para eliminar a estas células tumorales. Algunas otras
citocinas inducibles son IL-15 o IL-18 (Chmielewski y Abken, 2015; Zhang y Xu, 2017; Schepisi et
al., 2019).

Ademas, se han desarrollado receptores de quimiocinas como el receptor de IL-7 (C7R), para
disminuir el riesgo de toxicidad por citocinas, pues no seria necesario el uso de citocinas
exodgenas y transgénicas, y se conseguiria un aumento en la proliferacion de células T, en la
supervivencia y en la actividad tumoral (Shum et al., 2018; Schepisi et al., 2019). Dentro de esta
cuarta generacién de células CAR-T, también podemos incluir aquellas modificadas para
expresar enzimas como la heparinasa que degradan la matriz extracelular, permitiendo a estas

infiltrarse mejor y alcanzar los tumores (Zhang y Xu, 2017).

4.3. ¢En qué consiste la terapia CAR-T, cuales son sus etapas en el desarrollo y la

produccién?

De forma resumida se puede decir que la terapia CAR-T, es un tipo de inmunoterapia, en la que
se le extraen al paciente sus linfocitos T para manipularlos genéticamente en el laboratorio, y
asi dotarlos con un CAR que va a reconocer a un TAA determinado. Después, se le infunden los
linfocitos T modificados al paciente. El farmaco vivo, las células CAR-T, se unen a un TAA, y como
ya hemos comentado anteriormente, se activan, proliferan, secretan citocinas y finalmente
matan a las células cancerosas (Chomienne et al.,, 2019). A continuacion, brevemente se

comentard las distintas etapas en el desarrollo y produccién de esta terapia (Figura 4).

El primer paso en este tratamiento consiste en la evaluacion de los pacientes para saber si esta
terapia es la indicada, y si es segura en ellos. Algunas caracteristicas que tienen que tener los
pacientes son: poseer un cancer que sea positivo para el antigeno al que se dirige CAR, tener un
numero suficiente de linfocitos que se puedan recolectar para fabricar las CAR-T, no tener una
infeccidn activa no controlada, no tener ciertas afecciones cardiovasculares, neurolégicas o

inmunoldgicas, y en general un buen estado funcional (LLS, 2018).
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El segundo paso es la extraccién de los linfocitos T mediante un proceso denominado
leucoaféresis, en el cual se debe recoger un nimero minimo de células T CD3 +, este
procedimiento puede durar entre 2-3 h, en el caso de nifios es mas lento. La aféresis debe
realizarse pasado mds de 3 meses, en pacientes con alotrasplante de progenitores
hematopoyéticos (alo-TPH), ademds tienen que dejar de tomar farmacos inmunosupresores, y
no tener EICH. La quimioterapia, la L-asparraginasa, y los corticoides no deben tomarse, al
menos durante las 2 semanas, 4 semanas y 72 horas (respectivamente) antes de la aféresis. El
producto de aféresis se etiqueta, se crioconserva, y se almacena hasta su transporte al lugar de
fabricacion (Sanchez et al., 2019; McGuirk et al., 2017).

En el tercer paso, ya en el

Leukapheresis

Apheresis

Modified T-cell

infusion

w:”o ;% J

centro de fabricacion, las
células T se activan. En esta

etapa se quiere producir una

(L w Lymphodepleting
Chemotherapy .2 .
expansion ex vivo de los
e %0 v . linfocitos T, para ello se
Bead removal il ®
° T-cell activati 8., . .
l"I call activation/ W& & pueden utilizar diferentes
(Gone Yt .

Modified T-cell
expansion

estrategias como: utilizacion

de APC como las células

QY 2 v dendriticas, o activacion de
Figura 4. Etapas de la terapia CAR-T. Tomado y modificado de Frey, 2017. los linfocitos por medio de
células presentadoras de antigeno artificiales (AAPC), también para dicha expansion se recurre
a perlas magnéticas recubiertas de anticuerpos, o nanoperlas también cubiertas con anticuerpos
o simplemente se activan mediante anticuerpos e interleuquinas (Wang y Riviére, 2016; Levine

et al., 2017).

El cuarto paso se trataria de la manipulacion genética de las células T, para introducirle el gen
que exprese el CAR que se dirige a un TAA especifico. Para la transferencia del gen CAR las 3
formas principales que existen son mediante: vectores retrovirales, vectores lentivirales, y el
sistema transposdn/transpoasa (ej. sistema “sleeping beauty”). También se puede introducir el
ARNm mediante electroporacién, de esta forma la expresién del CAR es transitoria. La
transduccion viral es el método mds usado y mds eficaz para la expresion del CAR de forma
permanente, empledndose mas los vectores lentivirales, estos a diferencia de los retrovirales

tienen menos probabilidad de ser oncogénicos (Maude et al., 2015; Vormittag et al., 2018).
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En el quinto paso se produce la expansion de las células T ya modificadas, es decir, de las células
CAR-T. La expansion se puede realizar en: matraces de cultivo celular (necesitan mucha mano
de obra, lo que no es apropiado para una manufacturacion a nivel industrial), bolsas de cultivo
estaticas, biorreactores GE WAVE, biorreactores G-Rex, o utilizando el dispositivo CliniMACS
Prodigy System (Vormittag et al., 2018; Wang y Riviére, 2016). Luego, las células CAR-T se lavan,
concentran, crioperservan y transportan al centro donde se las administraran al paciente. En la
produccién es necesario realizar pruebas de control de calidad del producto, dichas pruebas se

pueden encontrar explicadas en documentos elaborados por la FDA (Levine et al., 2017).

El sexto paso consiste en la quimioterapia de linfodeplecidn que debe realizarse dias antes de la
infusidon de las células CAR-T. Es recomendable tener el producto en el hospital antes de
comenzar con esta quimioterapia de dosis bajas (suele ser con fludarabina y ciclofosfamida),
pues si hubiese un retraso en el envio del farmaco vivo y el recuento de linfocitos fuese de mas
de 1000 células/pl, habria que repetir la quimioterapia. Desde la aféresis hasta la llegada del
producto pueden transcurrir unas 3 o 4 semanas. El objetivo de la linfodeplecidn es conseguir
una mejor expansion y persistencia de las CAR-T, ademas de reducir la carga tumoral y asi tener
una eficacia mayor y una toxicidad menor (Sanchez et al., 2019; Frey, 2017; EMA, 2018). Durante
el tiempo de espera de la terapia CAR-T, puede ser necesario una quimioterapia puente para

controlar la enfermedad en caso de cancer agresivo (Chomienne et al., 2019).

En el séptimo paso se administra la infusidon de las células CAR-T, antes de ello para evitar
reacciones agudas por la infusidn, se puede administrar paracetamol o difenhidramina u otro
antihistaminico H1, pero no corticoides. Estas recomendaciones se recogen en la ficha técnica
de los dos productos ya comercializados, de los cuales se hablara posteriormente. El paciente
debe encontrarse en buen estado general, si no se retrasara la perfusién. La dosis de células
infundidas varia segun el protocolo. Se alcanzan unos niveles maximos de las células CAR-T a la
primera o segunda semana después de la infusion. Se ha relacionado la expansion y la

persistencia de estos linfocitos T modificados con la eficacia (EMA, 2018; LLS, 2018).

Cabe destacar que, debido a las posibles reacciones adversas (estas se comentaran mas adelante
en el apartado de reacciones adversas, siendo algunas graves como el sindrome de liberacién
de citocinas (SLC) o toxicidades neuroldgicas), es necesario la monitorizacion del paciente
durante los 10 primeros dias tras la infusidn. Después, se debe seguir monitorizando al paciente,
pero segun lo estime el médico. El paciente debe permanecer durante 4 semanas cerca del

centro donde se le atendid por los posibles efectos adversos (EMA, 2018).
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4.4. Terapias CAR-T y tipos de tumores

En la actualidad, la suma de ensayos clinicos a nivel mundial para la investigacidon de las terapias
CAR-T en neoplasias hematoldgicas y tumores sélidos, asciende a mas de 400. La mayoria de
estos ensayos se llevan a cabo en EE. UU y China, también en Europa se realizan, pero en menor
cantidad. Los pacientes que han sido tratados en Europa con esta terapia, la mayoria, el 95 %,

lo han hecho a través de ensayos clinicos (Chomienne et al., 2019).

Las terapias CAR-T que mas se han investigado, y que han tenido un mayor éxito en los ensayos
clinicos, han sido aquellas que tratan neoplasias hematolégicas, en concreto, los cdnceres
malignos de células B. La mayoria de los CAR que se utilizan para estas neoplasias, se dirigen al
antigeno CD19, presente en la superficie de las células B (Buechner et al., 2018). Se eligié el
objetivo CD19, por su alta y amplia extensién en leucemias y linfomas de células B, en
comparacién con otros antigenos que también se pueden utilizar como objetivos, algunos

ejemplos son CD20 o CD22 (June y Sadelain, 2018).

El primer ensayo con CAR-T CD19 que la FDA aprobd fue en el 2007. Los resultados de los
ensayos clinicos que vinieron después, fueron impresionantes en pacientes con neoplasias de
células B recidivantes/refractarios (R/R), como el linfoma no Hodkin (LNH), la leucémica
linfocitica crdnica (LLC), y la leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA-B) (June y Sadelain,
2018). También se esta estudiando esta inmunoterapia en otros canceres hematolégicos como

en la leucemia mieloide aguda (LMA) y en el mieloma multiple (MM) (Chomienne et al., 2019).

Dentro de las terapias CAR-T CD19 contra neoplasias hematoldgicas, se ha avanzado mas en el
tratamiento para la LLA-B R/R, llegando a alcanzar tasas de respuesta completa (RC) del 90%, y
también en el caso de linfoma de células B no Hodkin R/R se han logrado buenos resultados,
obteniéndose una tasa de RC alrededor de un 50-70% (McGuirk et al., 2017). Estos avances son
importantes para pacientes con estas neoplasias que no responden al tratamiento, o bien tienen

recaidas, pues sus prondsticos no son buenos (Buechner et al., 2018).

Actualmente, las dos terapias comercializadas, y aprobadas tanto por la FDA, la EMA, vy la
AEMPS, son tisagenlecleucel (CTLO19, Kymriah de Novartis), y axicabtagene ciloleucel (KTE-C19,
Yescarta de Gilead). Los dos tratamientos se tratan de células CAR-T CD19, con un disefio de CAR
de segunda generacién (Chomienne et al., 2019; Sanchez et al., 2019; AEMPS, 2018). Los ensayos
pivotales para tisagenlecleucel fueron ELIANA (en nifios y jévenes con LLA-B R/R) y JULIET (en
pacientes adultos con linfoma B difuso de células grandes (LBDCG) R/R). Y para el estudio de

axicabtagene el ensayo pivotal fue ZUMA-1 (en adultos con DLBCL R/R) (Buechner et al., 2018).
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Las indicaciones de la FDA para Kymriah son: para pacientes menores de 25 afios con LLA-B
refractaria o en segunda o posterior recaida, y en pacientes adultos con linfoma B en recaida o
refractarios a 2 0 mas lineas de tratamiento incluyendo: LBDCG no especificado, LBDCG de alto
grado y linfoma folicular (LF) transformado a LBDCG (Sanchez et al., 2019). Las indicaciones
aprobadas por la AEMPS para el mismo farmaco son similares: para pacientes pediatricos y
adultos jovenes hasta los 25 afios con LLA refractaria, en recaida post-transplante o en segunda
o posteriores recaidas. Y en pacientes adultos con LBDCG recidivante o refractario después de

dos o mas lineas de tratamiento (AEMPS, 2018).

En el caso de Yescarta las indicaciones aprobadas por la FDA son: pacientes adultos con linfomas
B en recaida o refractarios a 2 0 mas lineas de tratamiento, incluyendo: LBDCG no especificado,
LBDCG de alto grado y LF transformado a LBDCG y linfoma B primario mediastinico de células
grandes (LBPM) (Sanchez et al., 2019). La AEMPS indica este medicamento para: pacientes
adultos con DLBCL refractario o en recaida y LBPM después de dos o mas lineas de tratamiento

sistémico (AEMPS, 2018).

Antigeno Objetivo Neoplasia Para que las células CAR-T,
CD19 LLA-B, LLC, LNH, LF, LBDCG, LCM, MM puedan hacer frente a las
CD20 LLA-B, LLC, LNH, LF, LBDCG, LCM neoplasias hematoldgicas, se
cD22 LLA-B, LNH, LF, LBDCG estan investigando diferentes
cp30 LNH, LH antigenos objetivos (tabla 3).
CD33 LMA

Los antigenos ideales son

CcD123 LMA -

aquellos que Unicamente se
ROR1 LLA-B, LLC, LLP .

encuentran en la superficie de
BCMA MM )

las células cancerosas, pero
CD138 MM

realmente la mayoria también
LeY LMA
. . se expresan en células del

Igk light chain LLC, LNH, MM

) , L ) o ~ tejido sano. Por ello es
Tabla 3. Posibles antigenos objetivos en investigacion para neoplasias

hematoldgicas. Datos tomados de LLS, 2018; Jackson et al., 2016. LCM: necesario conocer bien en qué
linfoma de células del manto. LMA: leucemia mieloide aguda LLP: linfoma
linfocitico pequefio. BCMA: antigeno de maduracion de células B. LeY: tejidos celulares estd presente
antigeno de Lewis Y. ROR1: receptor huérfano 1 similar a tirosina quinasa. Ig k:
cadena ligera kappa de las inmunoglobulinas. el antigeno objetivo, y asi

prevenir el posible dafio a células y tejidos sanos (LLS, 2018).

La busqueda de nuevos antigenos para combatir los canceres hematoldgicos es necesaria por
varios motivos. Una razén es porque no todas las neoplasias hematolégicas expresan CD19. Otra

causa seria porque hay pacientes que recaen tras la inmunoterapia con las células CAR-T CD19
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y no responden al tratamiento debido al escape tumoral, es decir a la pérdida de expresion de
este antigeno objetivo por parte de las células tumorales (aunque otra causa de recaida puede
ser por baja persistencia de las células CAR-T). O simplemente porque existen casos de
pacientes, en los que si se quiere realizar una segunda infusién de células CAR-T, no responden
porque el sistema inmunitario ha creado anticuerpos contra los componentes murinos del scFV
del CAR especifico para CD19 (en este caso para evitar esto se esta intentando construir un CAR

sin componente murino) (Jackson et al., 2016; LLS, 2018).

Se cree que las proximas terapias comerciales que podrian aprobarse para canceres
hematoldgicos, seran el CAR-T bb2121 (para MM R/R) y el farmaco lisocabtagene maraleucel
(para LNH R/R incluyendo: LBPM, LF, LCM y LBDCG). El primer CAR-T se dirige contra el BCMA,
con este tratamiento se ha conseguido una tasa de respuesta objetiva de un 85 % y una tasa de
respuesta completa de 45%. Lisocabtagene maraleucel se dirige contra CD19, con él se ha

alcanzado un 60 % de remisiones completas (Raje et al., 2019; Sanchez, 2019; NIH, 2019).

Los avances y el éxito alcanzado de los CAR-T en las neoplasias hematoldgicas, todavia no se ha
conseguido para los tumores sélidos. De hecho, alin no existe ninguna terapia aprobada para
ellos. Esto es asi, debido a la complejidad que presentan estos tumores. Las células CAR-T deben
migrar desde el torrente sanguineo hasta llegar al tumor, y alli infiltrarse en ellos, con la
dificultad que esto supone debido al microambiente inmunosupresor mediado por citocinas
tumorales inhibitorias (TGF-f3), células supresoras inmunitarias (Tregs), ligandos inhibitorios del
punto de control (PD-L1) ... Ademas, es importante tener en cuenta el efecto adverso “on
target/off tumor”, a la hora de seleccionar los antigenos objetivos (Ma et al., 2019). Otro
componente de consideracién para que la terapia funcione es la persistencia de las CAR-T, que
como hemos dicho anteriormente, si los scFV tienen origen murino, las células modificadas son

destruidas por el sistema inmunitario (Jackson et al., 2016).

La heterogeneidad de los tumores sélidos también es otro factor limitante para las células CAR-
T, ya que estas se dirigen a un solo antigeno objetivo, siendo por tanto dificil de dirigirse y atacar
a todas las células tumorales, ademas al ser tumores heterogéneos y solo atacar un objetivo, es
mas facil que se produzca la perdida del antigeno por parte de la célula cancerosa, y producirse
resistencia a la terapia (Guedan et al., 2019; Wei et al., 2019; Cruz y Garcia, 2019). Por todo ello
se piensa que las CAR-T por si solas no pueden combatir estos tipos de tumores, y tienen que
desempenar el rol de activadoras del sistema inmune al liberar neoantigenos tras la lisis de la
célula tumoral, y asi poder entrar en juego los macrdéfagos, las células dendriticas, y los linfocitos

T para asi poder destruir a los tumores sélidos (Wei et al., 2019).
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Se estan investigando posibles  antigeno objetivo Tumor

antigenos objetivos para distintos tipos | EGFRylII Glioblastoma, cancer de cerebro

de canceres, algunos ejemplos se | IL-13Ra2 Glioblastoma

representan en la tabla 4 (Yeku et al., ] Neuroblastoma, sarcoma,
Gangliésido GD2

2017; Cruz y Garcia, 2019). Para la osteosarcoma, melanoma

eficacia y seguridad de esta Mesotelioma, cancer de

. . . Mesotelina pulmén, de pecho, de ovario, de
inmunoterapia es muy importante una

., , cérvix, de pancreas
correcta seleccion de los antigenos,

) CEA: Cancer de pulmon, de pecho, de
teniendo en cuenta la cobertura,
antigeno estdmago, de pancreas,
especificidad, y estabilidad. Una alta . . .
carcinoembrionario colorrectal
cobertura quiere decir que el antigeno
q q g CD171 Neuroblastoma
se expresa con una alta frecuencia enla Glipicano-3 Carcinoma hepatocelular

mayoria de las células tumorales que  Hgr2 Sarcoma, cancer de pecho
’

queremos eliminar, para tener asi una  Muc-16: mucina 16 Cancer de ovario

alta eficacia. Una alta especificidad nos = PSA Céancer de préstata
asegura un tratamiento seguro, ya que g, 4, Ejemplos de posibles antigenos objetivos en investigacion
para distintos tumores sdlidos. Datos tomados de Cruz y Garcia,
2019; Yeku et al., 2019. EGFR,III: Variante Il del receptor del factor
especificidad de un antigeno tumoral, de crecimiento epidérmico. IL-13Ra2: receptor de interleukina 13

a2 HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
menor probabilidad de que este se

esto  significa que, a mayor

encuentre en una célula sana y ocasione dafio, dando lugar al efecto “on target/off tumor”.
Realmente es muy dificil que el antigeno solo se exprese en tejido tumoral, y hay que evaluar si
la toxicidad se puede tolerar, como ocurre con el caso de la aplasia de células B en pacientes
tratados con CAR-T CD19. Por ultimo, una alta estabilidad de la expresién del antigeno también

proporciona una alta eficacia (Wei et al., 2019; Ma et al., 2019).
4.5. Reacciones adversas ocasionadas por la terapia CAR-T

Las reacciones adversas mejores descritas son las observadas en pacientes con neoplasias
hematoldgicas. En este trabajo nos vamos a referir solo a las reacciones adversas que pueden
ocasionar las células CAR-T CD19. Los efectos secundarios mas destacados son: sindrome de
liberacion de citocinas (SLC), sindrome neurolédgico asociado al tratamiento con células
inmunoefectoras (ICANS), sindrome de activaciéon macrofagica/ linfohistocitosis hemofagocitica
(SAM/LHH), infecciones y neutropenia febril, citopenias prolongadas, hipogammaglobulinemia
debido a la aplasia de células B, y sindrome de lisis tumoral entre otros. Es muy importante el

diagndstico y la intervencion precoz de estas reacciones en una unidad multidisciplinar. Se han
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desarrollado protocolos de actuacion para el manejo de los efectos adversos dentro del SNS

(Agusti et al., 2019). A continuacidn, desarrollaremos algunos de estos efectos secundarios.

El SLC se observa en casi todos los pacientes, suele ser reversible. Se trata de una respuesta
inflamatoria sistémica como consecuencia de los altos niveles de citocinas en sangre (en
particular de la IL-6), debido a la expansidn y activacion de células CAR-T. Este sindrome es mas
frecuente que aparezca alrededor de los diez primeros dias. Hay hasta 4 grados de SLC
dependiendo de la gravedad. La American Society for Blood and Marrrow Transplantation
(ASBMT) ha elaborado unas pautas a tener en cuenta a la hora de diagnosticar el grado de SLC.
Se cree que la gravedad estd relacionada con la carga tumoral, las formas graves pueden llegar
a ser mortales, y requieren del equipo de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). La mediana de

tiempo de duracion del SLC es unos 7 dias (Agusti et al., 2019; LLS, 2018).

Los sintomas del SLC son fiebre alta, cansancio, artralgia, mialgia, nduseas, anorexia, vomitos,
hipotensidn, disnea, taquipnea, hipoxia, y disfuncion organica (pulmonar, cardiaca, hepatica y
renal) entre otros. En las fichas técnicas de las 2 terapias autorizadas se recogen las pautas para
el manejo del sindrome segun su gravedad. Para el control de este efecto secundario, segun se
considere necesario, se recurre a antipiréticos, vasopresores, administracién de oxigeno,
farmaco anti-IL6 (tocilizumab). De este ultimo medicamento es necesario tener en el centro
donde se haga la infusidn 4 dosis antes de la administracién de las CAR-T. El uso de corticoides

se aconseja en caso de no observar mejoria y en emergencia (EMA, 2018).

Los pacientes con ICANS pueden necesitar del equipo de la UCI, y también de neurdlogos. Los
sintomas pueden ocurrir a la vez que el SLC, después de manejar el SLC o en ausencia de este.
Muchas veces los sintomas son reversibles, pero existen casos de edema cerebral y muerte. Al
igual que el SLC la ASBMT ha establecido unos criterios para diagnosticar el grado del ICANS del
paciente (hay hasta 4 grados). Todavia no se conoce bien el desarrollo y las causas del ICANS. Se
ha encontrado en el LCR de estos pacientes, niveles altos de citocinas, y también células CAR-T.
Este sindrome puede aparecer el dia después de la infusidn y hasta pasadas las 3 a 4 semanas,
o hasta en la 82 semana como recoge la ficha técnica de Kymriah (EMA, 2018; LLS, 2018;

Santomasso et al., 2019).

Los sintomas de este sindrome son encefalopatia, confusién, delirio, convulsiones, afasia,
alteracion del habla, dolor de cabeza, debilidad motora, y nivel de conciencia deprimido
(Santomasso et al.,, 2019). El protocolo desarrollado dentro del SNS, establece unas
recomendaciones para el manejo de la ICANS segun la gravedad de este. Para los grados 2, 3,y

4 se recomienda el uso de corticoides como dexametasona y metilprednisolona. Solo si el
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paciente cursa el ICANS junto con el SLC, se aconseja la administracién de tocilizumab, ni no se
desaconseja ya que se han registrado casos de empeoramiento. En pacientes con estado
epiléptico los medicamentos utilizados son diazepam y levetiracetam, aunque se diferencian dos

algoritmos distintos dependiendo de si hay o no convulsiones (Agusti et al., 2019).

SAM/LHH es una reaccién adversa con una sintomatologia similar al SLC, de hecho,
frecuentemente ocurren de forma simultanea. Cuando se produce este efecto adverso, se
observan altos niveles de ferritina sérica (>10.000 ng/ml), alteraciéon de la coagulacién con
hipofibrinogenemia, altos niveles de proteina C reactiva, y toxicidad hepatica, pulmonar o renal.
Esta reaccion hay que manejarla como si se tratase de un SLC de grado 3 (Agusti et al., 2019; LLS,

2018).

La aplasia de células B y como consecuencia la hipogammaglobulinemia, se considera una
toxicidad “on target/of tumor” esperada en los CAR-T CD19, ya que CD19 es un antigeno
diferenciador de las células B. Este efecto adverso es reversible desaparece cuando ya no
permanecen las CAR-T en sangre (June y Sadelain, 2018; Frey, 2017). Los niveles de
inmunoglobulinas, se deben controlar después de la infusién del farmaco vivo. Para prevenir

infecciones se administran antibiéticos e inmunoglobulinas (Agusti et al., 2019).
4.6. Coste de las terapias CAR-T

Estas terapias tienen un coste muy elevado. Por ejemplo, los dos productos que ya se
encuentran comercializados tienen un precio de 475.0005 (para tratar la leucemia linfoblastica
aguda de células B, (B-ALL)) y 373.000 S (para el linfoma difuso de células B grandes, (DLBCL))
(Silbert et al., 2018). Se han realizado informes en EEUU, en los que si ademas de incluir el precio
de las CAR-T, se suman los gastos por hospitalizacién o visitas al médico entre otros, el coste por

paciente de esta terapia, llegaria al millon de ddlares (Cavallo, 2018).

En Espafia, el SNS cubre las dos terapias industriales comercializadas de las empresas Novartis y
Gilead. El modelo de pago que se quiere implantar es por resultados (MSCBS, 2019), es decir,
una parte del dinero se paga en el momento de la infusidén y una segunda parte a los 18 meses
segun la eficacia demostrada (Rosa, 2019). Kymriah (de Novartis) y Yescarta (de Gilead), se
encuentran dentro de la nueva herramienta del SNS, llamada Valtermed, junto con otros 5
medicamentos de gran impacto que también estan financiados mediante el modelo de pago por
resultados. El objetivo de esta herramienta es determinar el valor terapéutico en la practica

clinica real de estos medicamentos (Torrente, 2019; MSCBS, 2019).
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4.7. Debilidades de los actuales CAR, y las posibles soluciones en los fututos disefios

La terapia de células CAR-T tiene ciertos inconvenientes y debilidades que son necesarios
mejorar. Muchos de estos inconvenientes ya se han citado a lo largo del trabajo, algunos de ellos
son: resistencia de la terapia por escape tumoral (Guedan et al., 2019; Cruz y Garcia, 2019), la
toxicidad en tejidos sanos por el efecto “on target/off tumor” (Zhang y Xu, 2017), los efectos
secundarios como SLC o ICANS (Agusti et al., 2019), la barrera que representa el microambiente
inmunosupresor tumoral y las dificultades de produccién (Cruz y Garcia, 2019; Guedan et al.,

2019).

Con las dificultades de produccidn nos referimos que, debido al disefio convencional de las CAR-
T, es necesario la produccion y disefio de una nueva célula CAR-T siempre que se quiera cambiar
de antigeno diana, con el proceso costoso que supone (Liu et al., 2019). Igualmente hay que
tener en cuenta que, hasta ahora las terapias autorizadas y la mayoria de ensayos clinicos se
realizan mediante células T autdlogas (Zhao et al., 2018; Guedan et al., 2019). Este hecho hace
que la terapia sea mas costosa y el tiempo de elaboracién sea mayor, por lo que no se tiene el
tratamiento listo para administrar de forma inmediata (Zhao et al., 2018). A continuacion, se
nombrardn y explicaran algunos de los distintos nuevos disefios o estrategias creadas para

mejorar todos estos inconvenientes.

Los “Dual CAR” se tratan de dos receptores quiméricos que se
A Dual CAR B Tandem CAR C Looped
Tandem CAR

encuentran en la misma célula con especificidad para Ma
P P @97 ﬁ(\}\
i f ; ; s (A"
diferentes antigenos. De esta manera se intenta evitar la @C\( mg ' Y
- ., , . W\ )W ~] W &
pérdida de expresidn de antigeno. Otra forma de conseguir A8 “’d 2 le
. “ ” . . cD28 |
esto, es mediante los “Tandem CAR”, la diferencia es que CDSKE 5 -
N [ hd
estos poseen dos scFv diferentes en un mismo receptor CAR. p— —
Antigen B activation

Los scFV pueden estar dispuestos formando un bucle
(“Looped Tandem CAR”). Estos tres disefios hacen que la figura 5. Dual CAR, Tandem CAR y
Looped Tandem CAR. Tomado 'y
célula T se active con la unidn de un solo tipo de antigeno modificado de Guedan et al., 2019).
(figura 5). Se ha observado que con esta estrategia la respuesta antitumoral es mayor que en el
caso de una combinacién de células CAR-T que se dirigen a diferentes antigenos (Guedan et al.,

2019).
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Multi-CAR T Cell

Intracellular Signaling Domain

Para disminuir el efecto “on target/off tumor” se puede recurrir a un
disefio en el cual sea necesario el reconocimiento de dos antigenos
diferentes asociados a un tumor para que la célula T se active.
“Combinatorial CAR” o también llamado “Multi CAR” se trata de dos CAR
que presentan diferentes scFV, uno de ellos tiene el dominio CD3Cy el otro

CAR tiene el dominio coestimulador, (figura 6) de tal forma que se requiere

. Co-Stimulatory Domain
Figura 6. Multi

Tomado y modificado de
Heyman y Yang, 2019.

CAR.

“SynNotch Receptor” es otro disefio en el cual también se precisa del
reconocimiento de dos antigenos para la activacion de la célula T, y asi
minimizar los efectos secundarios en tejidos sanos. En primer lugar, el
receptor synNotch reconoce un antigeno tumoral, esto da lugar a la
liberacién del dominio de activacion transcripcional, y este inducira la
expresiéon de un CAR que se unird a otro antigeno tumoral, produciendo

la activacién de la célula T (figura 7) (Yu et al., 2019).

F ON-Switch CAR

la unién de dos antigenos a los dos CAR para que se produzca una

activacion eficiente (Heyman y Yang, 2019; Guedan et al., 2019).

Antigen A

@
synNotch ﬂ

Cleaved Costim.
TF domain

Antigen B

cD3¢

j@]

synNotch
Figura 7. SynNotch
receptor. Tomado 'y

modificado de Yu et al.,

“On-switch CAR” permite el control de las células CAR-T, ya que para

gue estas funcionen es necesario la administracion de una molécula
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Figura 8. On-switch CAR.
Tomado y modificado de
Guedan et al., 2019

Otra forma de reducir el fendmeno “On target/of tumor” es a través de
los iCAR. Este receptor se encuentra en la misma célula que el receptor
CAR especifico para un antigeno. El receptor iCAR, es un receptor
inhibidor, formado por un dominio de reconocimiento de antigeno
expresado solo en tejido sano (este antigeno es dificil de encontrar), y un
dominio inhibidor que es CTLA-4 o PD-1 (figura 9). Este receptor al unirse

a su antigeno inhibe, de forma reversible, la activaciéon de la célula T,

exdgena heterodimerizante, que une el fragmento de union al antigeno,
con el dominio de seiializacion intracelular, pues estos se encuentran
separados (figura 8). Variando la concentracion de esta molécula, que
puede ser un analogo de la rapamicina AP21967 o un analogo del
tacrolimus, se puede controlar la eficacia y reducir los efectos

secundarios (Zhang y Xu, 2017; Guedan et al., 2019).

Normal Antigen

1 -fl{

Tumoral Antigen

Transmembrane
<— domain

Figura 9. iCAR. Tomado

aunque el CAR haya sido activado (Guedan et al., 2019; Yu et al., 2019; Cruz ¥ modificado de Cruz y

y Garcia, 2019).
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Se pueden introducir genes suicidas a las células CAR-T, para que estas
CAR  Ap1903

scFy ® mueran cuando producen reacciones adversas, y asi tener un mayor

control sobre ellas (figura 10). Los genes inducibles de la caspasa 9

Cosi

domai, M

cosefl) \iw (iCasp 9) fusionada con la proteina de unién FK506 son un tipo de genes
'F;'_yc‘“’"“‘."‘" suicidas. Esta proteina de unidn posee gran afinidad por una molécula
@Z@ exogena, AP1903. Cuando esta molécula se le administra al paciente,
ig::;:; se forma la dimerizacion de la caspasa 9, se activa la cascada de

Figura 10. Células CAR-T caspasasy se produce la muerte por apoptosis. Este tipo de células CAR-

con iCasp9. Tomado y T coniCasp 9 se han probado con éxito en pacientes con linfoma (Yu et
modificado de Yu et al,

al., 2019; Zhang y Xu, 2017).
Con la estructura de los CAR convencionales, no es posible que una célula CAR-T reconozca y se
dirija a varios antigenos a la vez, es necesario la fabricacidn de distintas y nuevas células CAR-T,
para que reconozcan diferentes antigenos, con el coste econdmico que ello supone, como ya se
dijo anteriormente. Este problema se solventa, si el disefio del CAR es modular, es decir, si el
CAR se encuentra separado y se divide en dos partes. Este disefio de denomina CAR universal

(UniCAR) (Liu et al., 2019).

IM

Una de las partes del UniCAR es el “signaling
module” este consta de un resto extracelular, Tumor cell
gue se une a un epitopo especifico, un dominio

transmembrana y dominios de sefalizacién t Binding domain }

Epitope

Switch
module

Ill

intracelular. El “switch module”, |a otra parte del

Binding moiety

CAR, estd formado por una molécula biespecifica, T vgions | WAMARLLLLLL]
Signaling
‘ r:oduleg Intracellular signaling

domains

gue posee un dominio de unién que se une a un

antigeno tumoral un epitopo, el cual es
& y pitopo, Figura 11. Esquema general del UniCAR. Tomado de
reconocido por el resto extracelular del “signaling Lu etal., 2019.

module” (figura 11) (Liu et al., 2019; Guedan et al., 2019).

Ill

Por tanto, podemos decir que el “switch module” funciona como un interruptor que permite la
sinapsis entre la célula CAR-T y las células cancerosas, y variando su concentracion se puede
controlar los efectos adversos. Ademas, pueden utilizarse a la vez distintos interruptores cuyo
dominio de unién sea diferente, y asi evitar el escape tumoral atacando a varios antigenos
simultaneamente, sobre todo esto es importante en tumores sélidos debido a la heterogeneidad

de los antigenos (Guedan et al., 2019; Liu et al., 2019; Heyman y Yang, 2019).
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Existen diferentes modelos dentro del sistema UniCAR, en el parrafo anterior se describe este
sistema de forma general y esquematizada (Liu et al., 2019). Algunas de las diferentes
estrategias en el desarrollo de los sistemas UniCAR aparecieron después del estudio de los
anticuerpos biespecificos bsAb, en concreto de los BiTEs (“biespecific T cell engager”). Estos
anticuerpos se tratan de dos scFvs, uno de ellos se une al complejo CD3 de las células Ty el otro
al antigeno tumoral, propiciando asi una unidn entre la célula T y la célula cancerosa. En la
investigacion de los bsAb se disefié un enfoque modular de estos, y después lo aplicaron a los

CAR, llegando asi a construir un sistema UniCAR (Bachmann, 2019).

Seguidamente se comentara cada uno de los sistemas UniCAR, se comenzard con el sistema BBIR
CAR, seguido de Anti-FITC CAR, Anti 5B9 CAR y Anti-PNE CAR (estos 3 se podrian englobar dentro
de un mismo grupo ya que los mddulos que funcionan como interruptores se encuentran

etiquetados con neoepitopos), y por ultimo se explicara el disefio SUPRA CAR (Liu et al., 2019).

molecules

vanies — BBIR CAR (“biotin-binding immune receptor”) posee un
dominio extracelular de avidina, y un dominio de sefializacion

avidin . . . ,
| N— intracelular. El “switch module” o interruptor, estd formado

por un anticuerpo, ligando, o scFV biotilinado que se dirige a

BBIR intracellular signaling

domains

un antigeno tumoral (figura 12). Las células BBIR CAR-T se

Figura 12. BBIR CAR. Tomado de Zhao activan tras la union de biotina a avidina (Liu et al., 2019;

etal, 2018. Zhao et al., 2018).

Anti-FITC CAR, Anti-5B9 CAR y Anti-PNE CAR, son UniCARs que ]

estan formados por un scFv dirigido a un neoepitopo y dominios de ek

sefializacién intracelular (figura 13). El interruptor est4 formado por E}--w
I

el dominio de unidn, que se dirige al antigeno tumoral, fusionado
con un neoepitopo. Los neoepitopos utilizados son isotiocianato de

fluoresceina (FITC), 5B9 (un péptido no inmunogénico procedente  rig,rq 13, Estructura general del

Anti-FITC CAR, Anti-5B9 CAR y
Anti-PNE  CAR. Tomado y

2019; Yu et al., 2019). modificado de Liu et al., 2019.

de SSB) y PNE (péptido neoepitopo) (Zhang y Xu, 2017; Liu et al.,

ScFv

SUPRA CAR es un sistema CAR dividido, universal y programable

oY (“split, universal and programmable”, SUPRA). Este disefio esta

B = formado por una estructura llamada zipCAR y otra estructura

2ipCAR S denominada zipFv, que funciona como el interruptor (figura 14).
s ZipFv dispone de un scFV, que se dirige al antigeno tumoral, unido a

Figura 14. SUPRA CAR.

una cremallera de leucina. ZipCAR tiene los dominios intracelulares
Tomado de Zhao et al., 2018.
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y otra cremallera de leucina, que es afin a la del zipFv. Cuando estas se unen, se activa la célula
CAR-T. La mayor o menor afinidad de estas cremalleras hace que la activaciéon sea mas o menos

intensa (Guedan et al., 2019; Liu et al., 2019; Zhao et al., 2018).

Otro desafio que existe en esta inmunoterapia, son las células CAR-T alogénicas listas para
administrar. Estas células T universales serian interesantes para aquellos casos en los que no es
posible conseguir un numero suficiente de células T (ej. bebés o pacientes con bajos niveles de
linfocitos) (Zhao et al., 2018; June et al., 2018). Las células CAR-T alogénicas pueden producir la
enfermedad de injerto contra el huésped (EICH), pero si se elimina el gen de TCR y del HLA
(antigenos leucocitarios humanos) clase |, no se produciria esta reaccion. La alteracién de estos
genes es posible mediante herramientas de ediciéon del genoma como la nucleasa dedos de zinc
(ZFN), nucleasa de actividad similar a activador de transcripcion (TALEN), endonucleasas

homing, meganucleasas, y el sistema CRISPR-Cas9 (Zhao et al., 2018; Cruz y Garcia, 2019).
4.8. Regulacién de la terapia CAR-T. Situacidon actual en Espafia.

En Europa las células CAR-T se consideran medicamentos de terapia avanzada y deben ser
evaluadas dentro de esta categoria. El Comité de Terapias Avanzadas (CAT), fue creado por la
EMA en 2009, segun lo establecido en el Reglamento (CE) N2 1394/2007 del Parlamento Europeo
y del Consejo de 13 de noviembre de 2007 sobre medicamentos de terapia avanzada. El CAT es
quien elabora un proyecto de dictamen sobre calidad, seguridad y eficacia de estos
medicamentos de terapia avanzada, para su aprobacién por parte del Comité de Medicamentos

de Uso Humano (CHMP) (Chominenne et al., 2019).

La EMA es la responsable de autorizar los CAR-T industriales mediante el procedimiento
centralizado. En el Reglamento (CE) N2 1394/2007 se recoge la cldusula de exencién hospitalaria,
por la cual se permite que en caso de que los medicamentos de terapia avanzada se preparen
ocasionalmente en un hospital concreto para un Unico paciente, siguiendo las normas y
utilizandose en un Estado miembro, no sea necesario que dicho medicamento se apruebe
siguiendo el procedimiento centralizado, sino que la aprobacién de estos le atafie a las

autoridades nacionales competentes (ej. la AEMPS, en Espafia) (MSCBS, 2018).

La normativa donde se contempla la trazabilidad, farmacovigilancia, y los requisitos que deben
tener estos medicamentos de terapia avanzada no industriales para ser aprobados por la AEMPS
se establecen en el Real Decreto 477/2014, de 13 de junio, por el que se regula la autorizacién
de medicamentos de terapia avanzada de fabricacion no industrial. En el caso de estos
medicamentos industriales, la aprobacion de ellos en Espafia se regula mediante el Real Decreto

1345/2007. Para la fabricacidn de las CAR-T es necesario la obtencién y manipulacién de

31



las células T humanas, por lo que otra disposicidn legal a tener en cuenta en las terapias CAR-T,

es el Real Decreto Ley 9/2014 (MSCBS, 2018).

Esta terapia debe llevarse a cabo en centros cualificados, debe ser indicado y supervisado por
un médico experto en cdnceres hematoldgicos y formado para la administracion de estas
terapias. Es necesario realizar un plan de gestidn de riesgos para controlar las reacciones
adversas, una medida tomada es la obligacién de registrar a los pacientes que han recibido
células CAR-T comercializadas en la base de datos de la EBMT (European Society for Blood and
Marrow Transplantation, con el objetivo de estudiar su seguridad y eficacia (Alonso et al, 2019;

Chomienne et al., 2019).

El procedimiento necesario para llevar a cabo la terapia CAR-T, es muy parecido al proceso
requerido para los alo-TPH, en concreto los complejos. Para poner en marcha esta
inmunoterapia es necesario una unidad multidisciplinar, un equipo sanitario cualificado y
entrenado en terapia celular. Este equipo consta de hematdlogos, oncdlogos, pediatras,
neurdlogos, inmundlogos, enfermeros y personal de la UCI que sepan reconocer y manejar las
reacciones adversas. Para dirigir todo este equipo y asegurarse del cumplimiento de los
protocolos establecidos cada centro debe elegir un coordinador (Chomienne et al., 2019;

MSCBS, 2019; Sanchez et al., 2019).

En Espafia se ha elaborado un Plan de abordaje de las terapias avanzadas en el SNS:

|ll

medicamentos CAR, el cual “tiene como objetivo organizar de forma planificada, equitativa,
segura y eficiente la utilizacion de los medicamentos CAR...en el SNS asi como impulsar la
investigacion publica y la fabricacion propia y publica de estos medicamentos en el dmbito
académico” (MSCBS, 2018). También se han redactado protocolos farmacoclinicos de esta
terapia, protocolos para el manejo de las reacciones adversas, procedimientos para la obtencién

de muestras para la fabricacién del medicamento, y criterios para la designacién de centros

(MSCBS, 2019).

Los centros designados se evaldan atendiendo a 9 criterios para LBDCG y 10 criterios para LLA.
Para la seleccién de los centros se valora la experiencia especifica (con CAR-T, trasplantes de
médula ésea complejos, aféresis, procesamiento celular), la calidad (acreditacién JACIE, CSUR
(centro, servicio y unidad de referencia) en trasplante de médula dsea infantil para la LLA), la
coordinaciéon entre profesionales (tener una unidad multidisciplinar y comité clinico), la
investigacion publica (con células inmunoefectoras), y fabricacion propia y publica (certificado
de normas de correcta fabricacion de la AEMPS) (MSCBS, 2019). Los centros asignados de Espania

se pueden ver en la pagina web del ministerio de sanidad, en terapias avanzadas (MSCBS, 2019).
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Los medicamentos CAR-T “in house” o académicos son los CAR-T no industriales que en Espafia
son aprobados por la AEMPS mediante la cldusula de exencidn hospitalaria anteriormente citada
(MSCBS, 2018). Se ha discutido sobre la comercializacidon de estos CAR-T académicos, creyendo
los expertos que no es posible, debido a la falta de infraestructura que permita una produccion
a gran escala. Sin embargo, los CAR-T académicos permiten seguir investigando y mejorando
estos farmacos, de tal forma que se mejoraria las negociaciones con la industria pudiendo
cooperar desde el inicio en la toma de decisiones de las distintas fases y ensayos necesarios
(Arganda, 2019). El Hospital Clinic de Barcelona, es el centro mas avanzado en este ambito, se
cree que sera el primero en recibir la aprobaciéon para su CAR-T académica (ARIO001), indicada

para la LLA (Recarte, 2019).

5. CONCLUSIONES:
Del presente trabajo podemos extraer las siguientes conclusiones:

1) Las terapias CAR-T son un tipo de inmunoterapia para el tratamiento del cancer, que
en los ultimos afios ha avanzado de manera rdpida y con prometedores resultados,
sobre todo para neoplasias hematoldgicas.

2) La FDA, EMA, y la AEMPS, ya han aprobado el uso de dos CAR-T de los laboratorios
Gilead y Novartis para el tratamiento de algunos tipos de linfomas no Hodkin R/R, y
LLA-B R/R en nifios y adultos jévenes.

3) Al ser terapias celulares, en las que es necesario la extraccion de los linfocitos T por
aféresis y su posterior manipulacién genética, los costes son muy elevados. Ademas,
el proceso de fabricacidn es relativamente lento. Todo ello hace que esta terapia no
sea facilmente accesible para los pacientes.

4) Las CAR-T provocan efectos adversos, que pueden ser gravesy llevar a la muerte como
se han descrito en ciertos casos. Los mds importantes son el SLC y el ICANS. Por lo que
es necesario protocolos para poder manejar eficazmente estos efectos.

5) En el caso de los tumores sdlidos no se ha observado los mismos resultados que en
las neoplasias hematoldgicas, al ser estos mas complejos. Se requiere mas
investigacion y ensayos clinicos en este tipo de tumores para alcanzar los resultados
obtenidos en los cdnceres hematoldgicos.

6) También es necesario continuar con ensayos clinicos para mejorar la eficacia y la
seguridad de las CAR-T, para ello se estan probando nuevos disefios en los que se

puede controlar mejor la actividad de estas.
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7) Se cree que pronto saldran nuevas aprobaciones, de nuevos medicamentos CAR-T,

destinados para pacientes con MM R/R y linfomas no Hodkin R/R.
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