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Glosario

ACT: terapia adoptiva de células T

alo-TPH: alotrasplante de progenitores
hematopoyéticos

ASTCT: American Society for
Transplantation and Cellular Therapy

BAFF: estimulador de linfocitos B

BCMA: antigeno de maduracion de
células B

BLYyS: estimulador de linfocitos B

CAPD: escala de valoracion de delirio
pediatrico de Cornell

CAPS: sindromes periddicos asociados
a criopirina

CAR: receptor de antigeno quimérico

CAR-T: células T anti-receptor de
antigeno quimérico

CIBMTR: Center for International Blood
and Marrow Transplant Research

CRISPR: repeticiones palindromicas
cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas

CTCAE: Common Terminology Criteria
for Adverse Events

DAMP: patrones moleculares asociados
al dafo

EBMT: European Society for Blood and
Marrow Transplantation

ECM: enfermedad de Castleman
multicéntrica

ECOG: Escala del Eastern Cooperative
Oncology Group

EGFRt: receptor truncado del factor de
crecimiento epidérmico

EHc: enfermedad de Hodgkin clasica

EICR: enfermedad del injerto contra
receptor

EMA: European Medicines Agency
EMR: enfermedad minima residual
FDA: Food and Drug Administration

GMCSF: factor de estimulacion de
colonias de granulocitos-macréfagos

GSI: inhibidores de la y-secretasa
HLA: antigeno leucocitario humano

ICANS: sindrome de neurotoxicidad
asociada a células inmunes efectoras

iCAR: inhibitory CAR

iCasp9: gen inducible de caspasa 9
IFN-y: interferén-gamma

IL-1: interleucina-1

IL-2: interleucina-2

IL-6: interleucina-6

IL-8: interleucina-8

IL-10: interleucina-10
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JACIE: Joint Accreditation Committee
ISCT-Europe

LAM: leucemia aguda mieloblastica

LBPM: linfoma primario mediastinico de
células B grandes

LCM: linfoma de células del manto

LDCGB: linfoma difuso de células
grandes B

LF: linfoma folicular
LFt: linfoma folicular transformado
LLA: leucemia linfoblastica aguda

LLA-B: leucemia linfoblastica aguda de
células B

LLC: leucemia linfatica crénica

LNH: linfoma no Hodgkin

LNH-B: linfoma no Hodgkin de células B
LPM: linfoma primario mediastinico

MAS: sindrome de activacion
macrofagica

MCP-1: proteina quimioatrayente de
monocitos

MHC: complejo mayor de
histocompatibilidad

MM: mieloma multiple
NK: natural killer

NSG: secuenciacion de Ultima
generacion

PCR: proteina C reactiva

R/R: recaida/refractariedad
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RC: remision completa

RCi: remisién completa con
recuperacion hematoldgica
incompleta

RFA: reactantes de fase aguda

RP: remision parcial

sBCMA: proteina de antigeno de
maduracion de células B soluble

scFv: fragmento variable de cadena
sencilla

SG: supervivencia global

SLC: sindrome de liberacion de citocinas
SLP: supervivencia libre de progresion
SNC: sistema nervioso central

TCM: células T de memoria central
TCR: receptor de células T

TM: dominio transmembrana

TN: células T naive

TN: transferencia nuclear

TNF: factor de necrosis tumoral
TNF-o: factor de necrosis tumoral alfa
TPH: progenitores hematopoyéticos
TRG: tasa de respuestas global
TSCM: célula madre T de memoria
VE: vascular endotelial

VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia
humana









Prologo

En diciembre de 2012, el periddico The York Times se hace eco de un avance signi-
ficativo en el tratamiento del cancer: Emma Whitehead recibe linfocitos CAR-T como
tratamiento de una leucemia aguda linfoblastica en recaida/refractaria. En 2013, la
revista Science reconoce la inmunoterapia en el cancer como uno de los avances mas
relevantes de la ciencia. Desde entonces, la terapia basada en el uso de linfocitos
CAR-T ha demostrado ser una ventana al futuro con un presente brillante. Para lle-
gar a este punto, pioneros como Carl June o, antes aun, Gideon Gross o Zelig Eshhar
desarrollan durante afios un concepto disruptivo, basado en el disefio de un antigeno
quimérico que permitiria dirigir la respuesta inmune celular frente a células portadoras
de un antigeno especifico.

En realidad, se trata del ultimo paso de un proceso mucho mas largo en el que, a
lo largo de muchos afios, numerosos investigadores han intentado explotar el efecto
citotoxico del sistema inmune para reconocer y destruir células tumorales. Curiosa-
mente, la primera referencia escrita a la capacidad del organismo de protegerse frente
a una infeccion pasada procede de Tucidides que, en el siglo V a.C. describié como
aquellos sujetos que sobrevivian a la epidemia de la peste no contraian de nuevo la
enfermedad. Tenemos que esperar a 1890 para que William Corey plantee la posibili-
dad de infectar a pacientes con diferentes tumores para estimular el sistema inmune,
entrando de lleno, tal vez de manera heterodoxa, en la era de la inmunoterapia. Desde
entonces, el desarrollo de anticuerpos monoclonales, el descubrimiento de las sefales
co-inhibitorias (immune checkpoints) y el desarrollo de fdrmacos capaces de inhibirlas,
son soélo algunos ejemplos de como la inmunoterapia ha ido ganando terreno en el
tratamiento del cancer.

Lejos de ser una quimera, la terapia CAR es ya una realidad a nivel mundial y en Espafia
ya son mas de 200 los pacientes tratados solamente a lo largo de 2019.
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La terapia CAR-T es, por tanto, el ultimo eslabon de un largo proceso de aprendizaje
y desarrollo que esta permitiendo utilizar el sistema inmune para atacar al cancer. En
este libro revisamos los resultados e indicaciones actuales de la terapia CAR-T, las
potenciales indicaciones futuras en el corto/medio plazo, las complicaciones derivadas
de dicho tratamiento y el desarrollo tecnoldgico presente y futuro en el que se basa la
terapia CAR. Los expertos de cada una de estas materias, por tanto, nos llevaran de
viaje a través de este camino apasionante que se abre ante nosotros.

José Antonio Pérez-Simén
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CAPITULO 1

Indicaciones actuales de
la terapia con linfocitos
CAR-T, ensayos pivotales
y experiencia clinica en
leucemiay linfoma

Sara Redondo

Servicio de Hematologia, Hospital 12 de Octubre, Madrid.

Joaquin Martinez

Universidad Complutense de Madrid y Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas (CNIO), Maadrid.
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Introduccion

La inmunoterapia celular adoptiva con células T anti-receptor de antigeno quimérico
(CAR-T) ha supuesto un gran cambio en el paradigma de la inmunoterapia en el tra-
tamiento del cancer. Esta tecnologia aprovecha el efecto citotéxico de las células T
inmunes dirigiendo su efecto contra antigenos especificos de células tumorales.

La estructura basica de una célula CAR-T incluye 3 componentes principales: un do-
minio de reconocimiento de antigeno extracelular de cadena sencilla que se une al
antigeno especifico de tumor (el mas frecuente es CD19), un dominio transmembrana
y un dominio de sefializacion intracelular.

Los CAR-T de primera generacion disponian de una sola cadena CD3 como dominio
activador intracelular y con el fin de mejorar su capacidad proliferativa y efecto cito-
toxico se desarrollaron CAR-T de segunda y tercera generacion agregando dominios
intracelulares activadores, siendo los mas utilizados CD28, CD137 (4-1BB), OX40, y
CD27. Se estan desarrollando CAR-T frente a multiples antigenos simultaneamente.

La terapia CAR-T anti CD19 ha demostrado ser eficaz en leucemia aguda linfoblastica
de células B (LLA-B) y en linfomas no Hodgkin (LNH), especificamente en linfoma di-
fuso de células grandes B (LDCGB) en recaida/refractariedad (R/R) cuando no existen
otras opciones de tratamiento disponibles.

Actualmente disponemos de dos productos de células CAR-T (kymriah! y yescarta?)
aprobados por las agencias reguladoras para uso comercial en Estados Unidos, Europa,
Canada3, Japén y Australia, y un tercer producto pendiente de aprobacion (lisocabta-
gene maraleucel) que muestra resultados prometedores en ensayos clinicos.
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Indicaciones actuales de la terapia con linfocitos CAR-T

CAR-TenLLA-B
en recaida
o refractariedad

La LLA-B es el segundo cancer mas comun en la infancia. Presenta una incidencia
bimodal de 1,7 casos por cada 100.000 habitantes, ocurriendo el 60% de los casos
en <20 afos, con un segundo pico en >60 afos. Con un tratamiento adecuado se
consigue la curacion en el 80% de los nifios, y el 35% de los adultos, presentando un
15-20% de recaidas, siendo mayor en los grupos de alto riesgo (25-30%).

Enelcaso dela LLA-BR/R, el tratamiento consiste en quimioterapia de rescate, seguida de alo-
trasplante de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH), siendo la Unica opcién potencialmen-
te curativa con supervivencia global (SG) a los 5 afios en torno al 20-45%. No existe ninguin
tratamiento estandar para pacientes que recaen tras un aloTPH, con resultados muy pobres.

En pacientes adultos con LLA-B R/R, estan aprobados inotuzumab ozogamicina®’ (an-
ticuerpo anti-CD22 conjugado) y blinatumomab (anticuerpo biespecifico anti-CD19).

Inotuzumab ozogamicina consigue tasas de respuestas global (TRG) del 81% con una
mediana de supervivencia liore de progresion (SLP) de 5 meses y una mediana de SG
de 7,7 meses. Blinatumomab presenta una TRG del 44% con una mediana de SLP a
los 6 meses del 31% y una mediana de SG 7,7 meses; por lo que el prondstico de estos
pacientes es desfavorable, reflejo de una necesidad médica no cubierta.

En agosto de 2017 y en junio de 2018, la FDA y posteriormente la EMA aprobaron
kymriah, un tratamiento inmunocelular que consiste en células T autdlogas modifica-
das genéticamente ex vivo utilizando un vector lentiviral que codifica un receptor de
antigeno quimérico anti-CD19, utilizando un dominio coestimulador 4-1BB*.

Se aprobd kymriah para pacientes pediatricos >3 afos y adultos jovenes hasta 25 afos
con LLA-B R/R postrasplante o en segunda o posterior recaida.

Ajustandose la dosis de CAR-T al peso corporal de los pacientes:
@ Paciente <50 kg: 0,2 a 5,0 x 108/kg.

@ Paciente >50 kg: 0,1 a 2,5 x 108/kg.

19



Terapia celular con linfocitos CAR-T: presente y futuro

Tras la recoleccion de las células T hasta la fabricacion del CAR-T, es necesario iniciar
quimioterapia puente con el fin de controlar la enfermedad.

El uso previo de blinatumomab o de inotuzumab ozogamicin no es una contraindica-
cion absoluta. Se deberian evitar con el fin de minimizar el riesgo de pérdida del anti-
geno, asi como el riesgo de disminuir la expansion y la persistencia del CAR-T.

Se recomienda quimioterapia linfodeplectora a menos que el recuento de glébulos
blancos sea < 1.000 células/ul®*:

@ Fludarabina 30 mg/m? iv x 4 dias y ciclofosfamida 500 mg/m? iv x 2 dias o

@ Citarabina 500 mg/m? iv x 2 dias y etopdsido 150 mg/m? iv x 3 dias (si el paciente
presentd previamente una cistitis hemorragica grado 4 o quimiorrefractariedad a
ciclofosfamida).

Si hubiera un retraso de mas de 4 semanas entre la linfodeplecidon y la perfusion, y
el recuento de gldbulos blancos fuera >1.000 células/ul, el paciente debera recibir de
nuevo la quimioterapia de linfodeplecion.

Ensayos pivotales en pacientes pediatricos y adultos
jovenes con LLA-B R/R

En la actualidad hay mas de 90 ensayos CAR-T disponibles globalmente para pacien-
tes con LLA que se dirigen contra varios antigenos y usan una variedad de vectores
virales y estrategias de ingenieria.

La aprobacion de kymriah surge del ensayo pivotal ELIANA B2202'3, donde se evalud
la seguridad y eficacia del tratamiento en pacientes pediatricos y adultos jévenes con
dos estudios mas de soporte (B2205] y B2102J)1112,

ELIANA B2202

Estudio fase II de un solo brazo, abierto, multicéntrico para pacientes pediatricos >3
afnos y adultos jovenes <25 afios con LLA-B R/R.

Se incluyeron 92 pacientes de los 107 en los que se realizé el screening, y 79 fi-
nalmente recibieron kymriah; 13 pacientes no lo recibieron debido a 7 muertes, 7
fracasos de produccidn y 3 reacciones adversas. La mediana de tiempo desde el
screening hasta infusion fue de 45 dias, recibiendo linfodeplecion el 96%. La me-
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CAPITULO 1
Indicaciones actuales de la terapia con linfocitos CAR-T

diana de edad era de 11 afos (rango 3-23), 3 terapias previas (rango 1-8) y el 61%
habia recibido un alo-TPH previo. Se excluyeron los pacientes que habian recibido
anti CD19.

Con una mediana de seguimiento de 24 meses'4, la TRG a los 3 meses fue del 82%
(incluyendo remisiones completas [RC] y remisiones completas con recuperacion he-
matoldgica incompleta [RCi] con enfermedad minima residual negativa <0,01% por
citometria en el 98%) con una mediana de tiempo hasta alcanzar RC/RCi de 29 dias.
LaSLPy SG alos 6 meses fue del 73% y 90,3% y a los 12 meses del 50,5% y del 76,4%
respectivamente. No se habia alcanzado la mediana de duracion de la respuesta a la
publicacion del estudio. La persistencia de kymriah en sangre fue de mas de 20 meses,
sin encontrar relacién entre la dosis y la expansion maxima (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de eficacia en pacientes con LLA-B R/R (estudio B2202)

Pacientes infundidos Pacientes incluidos
N=79 N =92
TRG con EMR negativa, % 82% 66,30%
DR a 6 meses, % 79,50% 79,50%
DR a 12 meses, % 50,50%
SG a 6 meses, % 90,30% 77,40%
SGa 12 meses, % 76,40% 70,30%
Mediana de SG, meses 19,1 19,4
SLP a 12 meses, % 50,50%

TRG: tasa global de respuestas; EMR: enfermedad minima residual; DR: duracion de la respuesta; SG: supervi-
vencia global; SLP: supervivencia libre de progresion.

Se evalud la calidad de vida de los pacientes con los cuestionarios PedsQL™ y EQ-5D
en los nifos mayores de 8 afios (n=58) a los 3, 6 y 12 meses postinfusion. Se observé
mejoria clinica significativa tras la infusion de kymriah?s.

Las reacciones adversas fueron grado 3-4 en el 73% de los pacientes, ocurriendo so-
bre todo en las 8 primeras semanas. El 77% presentd sindrome de liberacion de cito-
cinas (SLC) (siendo de grado >3 el 49%) con una mediana de inicio de 3 dias (rango:
1-22), y una duracién de 8 dias (rango: 1-36), 44% infecciones por patégenos, 40%
neurotoxicidad (ICANS) (siendo de grado >3 el 13%), 36% citopenias prolongadas
(siendo de grado 23 el 30%), y 3% sindrome de lisis tumoral.
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Hubo un total de 19 muertes, 2 en los 30 primeros dias por hemorragia cerebral y 1
por recaida, y 17 tras los 30 primeros dias: 12 por recaida, 1 por encefalitis VHH-6, 1
por micosis sistémica, 1 de causa desconocida y 2 tras nuevos tratamientos frente a la
LLA-B R/R (1 por neumonia y 1 por enfermedad hepatobiliar).

Ensayos pivotales en pacientes adultos con LLA-B R/R

Se encuentran en fase de reclutamiento dos ensayos clinicos para analizar la eficacia
y seguridad de dos productos CAR-T para pacientes adultos >18 afios con LLA-B R/R.

@ CART19-BE-02'¢: ensayo fase II, con el objetivo de analizar la eficacia del medi-
camento en investigacion ARI-0001, linfocitos T autdlogos de sangre periférica
expandidos y transducidos con un lentivirus para expresar un receptor antigénico
quimérico con especificidad anti-CD19 (A3B1) conjugado con las regiones coesti-
muladoras 4-1BB y CD3z. El promotor es el Institut d'Investigacions Biomediques
August Pi i Sunyer (IDIBAPS).

@ ZUMA-3'": ensayo fase I-II con el objetivo de analizar la eficacia y la seguridad de
yescarta. El promotor es Kite.

22



CAPITULO 1
Indicaciones actuales de la terapia con linfocitos CAR-T

CAR-T aprobados

en pacientes adultos
con LDCGB en recaida
o refractariedad

El linforna no Hodgkin (LNH) es un tumor maligno con una incidencia de 20 casos por
cada 100.000 habitantes, siendo el mas frecuente el linfoma difuso de células grandes B
(LDCGB), seguido del linfoma folicular (LF) y el linforna de células del manto (LCM)8.

A pesar de considerarse una neoplasia maligna curable con una tasa de supervivencia
a los 5 afos del 60%, aproximadamente del 20% al 30% recaen o son refractarios a la
terapia de primera linea?.

El estandar de atencion para pacientes en recaida/refractarios es quimioterapia de
rescate seguida de auto-TPH.

Sin embargo, el 40-50% de los pacientes no son elegibles para auto-TPH debido a
quimiorefractariedad o comorbilidades subyacentes. De los que finalmente se tras-
plantan, el 50-60% recaen, por lo que quedarian muy pocas opciones, incluyendo el
alo-TPH, que solo es factible en una minoria de pacientes y cuyos resultados tampoco
son excesivamente brillantes2!22,

No existe ningun tratamiento estandar para los pacientes con LDCGB R/R tras dos o
mas lineas de tratamiento, alcanzando tasas de RC del 7% con una mediana de su-
pervivencia global de 6 meses.

Actualmente, el tratamiento CAR-T ofrece una oportunidad para este grupo de pacien-
tes; se prevén de 400 a 800 candidatos al afio en Espafna. Los CAR-T aprobados para
adultos con LDCGB R/R, son kymriah y yescarta, basados en los ensayos clinicos de
registro JULIET?324 y ZUMA-12%. Un tercer producto pendiente de aprobacion es lisocab-
tagene maraleucel, con resultados prometedores en el ensayo clinico TRANSCEND?27,
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CAR-T aprobados para adultos con LDCGB R/R
Kymriah

Tratamiento inmunocelular aprobado en mayo 2018 por la FDA y en agosto 2018 por la
EMA. Contiene tisagenlecleucel, células CAR-T autdlogas de segunda generacion modifi-
cadas genéticamente ex vivo con un vector lentiviral que codifica un receptor de antigeno
quimérico anti-CD19, utilizando un dominio coestimulador 4-1BB. El promotor es Novartis.

No se ha establecido la seguridad y eficacia en pacientes pediatricos ni menores de
18 afos con LDCGB R/R y tampoco hay experiencia en la fabricacion en pacientes con
serologia positiva para VHB, VHC o VIH.

Se aprobd kymriah para pacientes adultos con LDCGB R/R, incluido el LDCGB trans-
formado de linfoma folicular y el LDCGB con reordenamiento MYC, BCL2 y/o BCL6
tras dos 0 mas lineas de tratamiento sistémico y fracaso a auto-TPH o bien no eran
candidatos, siendo la dosis de CAR-T utilizada de 0,6 a 6 x 10%/kg.

Tras la recoleccion de las células T hasta la fabricacion del CAR-T, se podria utilizar
terapia puente, si es necesario con el fin de controlar la enfermedad.

Se recomienda administrar quimioterapia linfodeplectora a menos que el recuento de
gldbulos blancos sea <1.000 células/ul.

@ Fludarabina 25 mg/m?iv x 3 dias y ciclofosfamida 250 mg/m? iv x 3 dias, o

@ Bendamustina 90 mg/m?iv x 2 dias (si el paciente presenté previamente una cistitis
hemorragica grado 4 o quimiorrefractariedad a ciclofosfamida).

Si hubiera un retraso de mas de 4 semanas entre la linfodeplecion y la perfusion, y
el recuento de gldbulos blancos fuera >1.000 células/ul, el paciente debera recibir de
nuevo la quimioterapia de linfodeplecion.

Yescarta

Tratamiento inmunocelular aprobado en octubre de 2017 por la FDA y agosto 2018
por la EMA. Contiene axicabtagén ciloleucel, células CAR-T autdlogas de segunda ge-
neracion, modificadas genéticamente ex vivo mediante transduccion retroviral para
que expresen un receptor de antigeno quimérico que comprende un fragmento va-
riable de la cadena unica anti-CD19 murino unido al dominio coestimulador CD28 y al
dominio de sefalizacion CD3-zeta. El promotor es Kite.
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No se ha establecido la seguridad y eficacia en pacientes pediatricos ni menores de
18 afos con LDCGB y tampoco hay experiencia en la fabricacion en pacientes con
serologia positiva para VHB, VHC o VIH.

Yescarta se ha aprobado para pacientes con LDCGB R/Ry linfoma B primario mediasti-
nico de células grandes (LBPM) tras dos o mas lineas de tratamiento sistémico, siendo la
dosis Unica de CAR-T utilizada de 2 x 108/kg CAR-T viables (maximo 2 x 108/kg CAR-T
viables para pacientes que pesen >100 kg).

Se administrara yescarta 3 dias tras finalizar la quimioterapia lifodeplectora con:

@ Fludarabina 30 mg/m?2 diario iv x 3 dias y ciclofosfamida 500 mg/m? iv x 3 dias.

Ensayos pivotales en pacientes adultos con LDCGB R/R

Los CAR-T aprobados para adultos con LDCGB R/R, kymriah y yescarta se basan en
los ensayos clinicos de registro JULIET y ZUMA-1 donde se evalud la seguridad y efi-
cacia del tratamiento comparandolas con los resultados de cohortes (SCHOLAR-1).

JULIET CTLO019C2201

Estudio fase II de un solo brazo, multicéntrico que evalla la eficacia y seguridad de ti-
sagenlecleucel, para pacientes >18 afios con LDCGB R/R que habian recibido al menos
2 lineas de tratamiento previo y habian fracasado a auto-TPH o bien no eran candi-
datos. Fueron excluidos si previamente habian recibido terapia anti CD19, recaida tras
alo-TPH, serologias positivas o participacion activa del sistema nervioso central (SNC).
El promotor es Novartis.

Se incluyeron 147 pacientes y 99 recibieron finalmente kymriah, siendo las causas
de no infusidon 16 muertes, 12 por decision médica, 9 fracasos de produccion, 3 por
decision del paciente, 2 efectos adversos, 1 desviacion grave y 5 pendientes de in-
fusion. En el ultimo analisis se habian incluido 165 pacientes e infundido 11524 La
mediana de edad era de 56 anos (rango: 22-76), 26% casos doble o triple hit, 75,7%
habian recibido 2 o 3 lineas (rango: 1-6) y 48,5% auto-TPH previo. El 92% recibid
terapia puente, siendo la mediana de tiempo desde el screening hasta la infusiéon de
54 dias.

Con una mediana de seguimiento de 14 meses, el 52% alcanzd TRG, siendo el 40%
RCy el 14% RP, con una mediana de duracion de la respuesta no alcanzada.
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Con una mediana de seguimiento de 24 meses, el 54% alcanzd TRG, siendo el 40%
RC con una mediana de duracion de la respuesta no alcanzada. La SG y la SLP fue del
49y del 66% a los 12 meses, y del 43% y 64% a los 18 meses, con una mediana de SG
de 11,7 meses. Se evidencio persistencia del CAR-T hasta 2 afios después de infusion
sin encontrar relacion entre la dosis y la expansion maxima.

Las reacciones mas frecuentes en las 8 primeras semanas fueron de grado 3-4; el 58%
presentdé SLC* (siendo de grado >3 el 19%) con una mediana de tiempo de inicio de
3 dias (rango 1-51 dias) y una mediana de duracion de 7 dias (rango 2-30 dias), 21%
ICANS (siendo de grado >3 el 12%), 32% citopenias con duracion de >28 dias, 34%
infecciones (siendo de grado 23 el 20%) y 1% sindrome de lisis tumoral grado 3.

Hubo un total de 16 muertes, 3 en los 30 primeros dias por recaida, y 13 tras los pri-
meros 30 dias, 12 por progresion y 1 por enfermedad renal crénica no relacionada con
la infusion.

ZUMA-1

Estudio fase I-II de un solo brazo, multicéntrico, que evalla la eficacia y seguridad
de yescarta para pacientes >18 afios con LDCGB R/R que habian recibido al menos 2
lineas de tratamiento previo y habian fracasado a auto-TPH o bien no eran candidatos
a trasplante. El promotor es Kite.

Se incluyeron 111 pacientes y 101 recibieron yescarta con una mediana de tiempo de
17 dias: 77 LDCGB, 8 linfoma primario mediastinico de células B grandes (LBPM) y 16
LDCGB transformado de linfoma folicular R/R. Las causas de no infusidn fueron 1 fallo
de produccion, 4 eventos adversos, 1 muerte por progresion y 2 enfermedades no me-
dibles. La mediana de edad era de 58 afnos (rango: 23-76), 2-3 lineas (rango: 1-10) y
21% auto-TPH previo. No se permitié terapia puente entre la leucaféresis y la infusion de
CAR-T. Recibieron quimioterapia linfodeplectora con fludarabina y ciclofosfamida del -5
a -3, administrandose yescarta en el dia 0, a dosis de 2 x 10%/kg, con una mediana de
tiempo entre el screening y la infusion de 14 dias.

Con una mediana de seguimiento de 15,4 meses?, el 82% alcanzé TRG, siendo el
54% RC y el 28% RP, con una mediana de inicio de respuesta y de duracion de 1 mes
(rango 0,8-6),y 8,1 meses. La SG alos 6, 12 y 18 meses fue del 78%, 59%, y 53%, sin

*Para la graduacién del sindrome de liberacién de citocinas se utilizd la escala de Penn en
lugar de la escala de Lee, las cuales no son equiparables.
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llegarse a alcanzar la mediana de SG. La SLP a los 6, 12 y 15 meses fue del 49%, 44%,
y 41%, respectivamente.

Con una mediana de seguimiento de 27,1 meses%2°, el 83% alcanzd TRG, siendo el
58% RC y el 25% RP, con una mediana de duracion de 11,1 meses. La SGalos 6, 12,
18y 24 meses fue del 78%, 59%, 53% y 40%, respectivamente, sin llegarse a alcanzar
la mediana de SG (12,8-no estimable). La SLP a 18 meses fue del 40%. La respuesta
se asocié con mayor concentracion de CAR-T en los primeros 28 dias tras la infusion.

El 94% presentd SLC (siendo de grado 23 el 13%) con una mediana de inicio de 2 dias
(rango: 1-12), y una mediana duracion de 7 dias (rango: 2-29), 87% ICANS (siendo de
grado 23 el 31%), 78% neutropenia de grado >3, 1% sindrome de lisis tumoral de gra-
do 3,y 38% infecciones (siendo el 25% de grado >3). El perfil de seguridad de yescarta
a los 2 afos de la infusidn fue muy similar a los informes anteriores.

Hubo un total de 54 muertes (4 en la fase 1y 50 en la fase II), 50 por progresion (4 tras
el andlisis de los 12 meses) y 4 por eventos adversos, estando 2 de ellas relacionadas
con el tratamiento, 1 debido a linfohistiocitosis hemofagocitica 'y 1 paro cardiaco.

TRANSCEND NHL 001

Estudio fase I, abierto, multicohorte, multicéntrico, que evalla la seguridad y efica-
cia de lisocabtagene maraleucel (liso-cel, JCAR017)2%27. CAR-T autdlogo de segunda
generacion modificado genéticamente ex vivo con un vector lentiviral, dominio coes-
timulador 4-1BB que codifica un receptor de antigeno quimérico anti-CD19, adminis-
trandose de forma separada el CAR-T CD4+ y CD8+ a igual dosis 1:1 (Figura 1). El
promotor es Celgene.

Se esta utilizando en pacientes >18 afios con LDCGB R/R de novo, transformado de LF
yde LLC,LCM,LBPMYy LF grado 3b en R/R con al menos 2 lineas de tratamiento previo
y fracaso tras auto-TPH, alo-TPH o bien no eran candidatos. Se incluyeron pacientes
con afectacion del SNC y ECOG hasta 2.

De los 344 pacientes incluidos, finalmente se infundieron 294, siendo las causas de no
infusion 50 muertes por progresion, 6 complicaciones relacionadas con la enfermedad,
9 por otras causas y 2 fallos de produccion.

El grupo Total analizado incluyd a todos los pacientes de la cohorte tratados con
JCARO1. El grupo Core incluyé solo pacientes LDCGB NOS (de novo o transformado
de LF) con ECOG 0-1, sin alo-TPH previo.
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Material de leucoaféresis

Seleccién
¥ inmunomagnética para
células T CD8+ y CD4+

& -
¢

Células T CD8+ Células T CD4+
A4 \4 Activacién y transduccién
lentiviral
& Expansion in vitro
Células T Células T
CAR+ CD8+ CAR+ CD4+
* Formulacién
Farmaco
Infusion secuencial
Componente Componente
CD4+

Figura 1. Produccién de

Iisoca btagene. Abramson JS et al. ASH 2019, abstract 241.

La mediana de edad era de 63 anos (rango: 18-86), 2-3 lineas (rango: 1-8), 33%
auto-TPH y 3% alo-TPH previo. Se permitio terapia puente con el fin de controlar
la enfermedad, se realizd linfodeplecion con fludarabina 30 mg/m? y ciclofosfa-
mida 300 mg/m? iv x 3 dias, y se administro lisocabtagene tras 2-7 dias a una de
estas 3 dosis DL1: 5 x 107/kg, DL2: 1 x 108/kg y DL3: 1,5 x 108/kg.

Con una mediana de seguimiento de 12 meses, el 73% alcanzd TRG, siendo el 53%
RC con una mediana para alcanzar respuesta de 1 mes (0,7-8,9 meses). La mediana
de SLP alos 6y alos 12 meses fue del 51,4y 44,1% y en los pacientes que habian
alcanzado RC del 76,1 y 65,1%. En el 53% de los pacientes el CAR-T persiste al afio con
una tasa similar de expansion del CD8 y CD4+.

Se evaluo la calidad de vida mediante los cuestionarios EQ-5D-5L, EQ-VAS y EORTC
QLQ-C30, donde se objetivd mejoria de la sintomatologia desde el primer mes hasta
el mes 12%.
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El 42% presenté SLC (siendo el 2% de grado >3) con una mediana de inicio de 5 dias,
30% ICANS (siendo de grado 3-4 el 10%), 37% citopenias de grado >3,y 12% infeccio-
nes de grado 233!, Se postula que tanto la dosis como la ratio CD4+ y CD8+ influyen
en la incidencia y gravedad del SLC y de la neurotoxicidad.

En la Tabla 2 se resume la composicion, eficacia y toxicidad de los CAR-T para linfoma
difuso de células grandes B en recaida/refractariedad.

Tabla 2. Composicion, eficacia y toxicidad de los CAR-T para LDCGB R/R

Yescarta Kymriah Lisocabtagene
Pacientes incluidos 111 (101) 165 (115) 344 (294)
(tratados)
Mediana de 27,1 24 12
seguimiento, meses
Dominio coestimulador CD28 4-1BB 4-1BB
Dosis CAR-T 2 x 10° /kg Mediana 3,1 x 108/kg DL1: 5 x 107/kg,
DL2: 1 x 10%/kg,
DL3: 1,5 x 108/kg
Régimen linfodeplecion FLU 30 mg/m? FLU 25 mg/m? FLU 30 mg/m?
Cy 500 mg/m? x 3 Cy 250 mg/m? x 3 Cy 300 mg/m? x 3
dias dias dias
TRG (RC)% 83 (58) 54 (40) 73 (53) Total
80 (59) Core
TRG a 6 meses (RC), % 41 (36) 33 (29) 60,4
Mediana DR, meses 11,1 No alcanzada No alcanzada
SG a 12 meses, % 59 49 54,7
SG a 18 meses, % 53 43 No alcanzada
SLP a 12 meses, % 44 66 44,1
SLP a 18 meses, % 40 64 No alcanzada
SLC grado >3, % 13 23 2
ICANS grado >3, % 31 11 10
Infecciones grado >3, % 25 22 12

TRG: tasa de respuesta global; DR: duracion de la respuesta; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre
de progresion; SLC: sindrome de liberacion de citocinas; ICANS: sindrome de neurotoxicidad asociada a celulas
inmunes efectoras.
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Resultados de CAR-T
¢en LDCGBYLLA-BR/R
aprobados fuera

de ensayo clinico

Hasta la fecha no hay datos publicados sobre la aplicacion comercial de kymriah, pero
se han presentado los resultados preliminares del registro CIBMTR tanto en LDCGB
R/R como en LLA-B R/R con tasas de respuesta y toxicidad similares a los ensayos
JULIET y ELIANA.

Los datos publicados sobre la aplicacion comercial de yescarta en LDCGB R/R sugieren
que muchos pacientes que no habrian cumplido los criterios de elegibilidad para el
ensayo clinico ZUMA-1, presentarian tasas de respuesta y toxicidad similares.

Con kymriah
En LLA-B R/R

Grupp et aPf* presentaron en ASH 2019 el estudio del registro CIBMTR, en el que 40
centros aportaron datos. De 159 pacientes con LLA-B R/R candidatos a recibir kymriah,
se analizaron 105, con una mediana de seguimiento de 5,8 meses. Concluyeron que
las caracteristicas de fabricacion, incluido el porcentaje de viabilidad celular, no se co-
rrelaciona con las tasas de respuesta, SLC o ICANS (Tabla 3).
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Tabla 3. Eficacia y seguridad de kymriah en ELIANA vs comercial

CIBMTR (N=105) ELIANA (N=75)
TRG (RC), % 88 81
SLP a 6 meses, % 68 73
SG a 6 meses, % 94 90
SLC grado >3, % 13,3 46
ICANS % 8,6 13

TRG: tasa de respuesta global; RC: respuesta completa; SLP: supervivencia libre de progresion; SLC: sindrome
de liberacion de citocinas; ICANS: sindrome de neurotoxicidad asociada a células inmunes efectoras.

En LDCGB R/R

Jaglowski et aF?33 presentaron en ASH 2019 el estudio del registro CIBMTR, en el que
26 centros aportaron datos. De los 70 pacientes con LDCGB R/R candidatos a reci-
bir kymriah, se analizaron 47, con una mediana de edad de 67 afios (36-88), y 23%
auto-TPH previo. La mediana de seguimiento fue de 5,8 meses. Concluyeron que las
caracteristicas de fabricacion, incluido el porcentaje de viabilidad celular, no se corre-
lacionaron con las TRG, SLC o ICANS (Tabla 4).

Tabla 4. Eficacia y seguridad de kymriah en JULIET vs comercial

CIBMTR (N=47) JULIET (N=115)
TRG, % 59,6 54
RC, % 38,3 40
SLC grado >3, % 43 23
ICANS grado >3 43 11

TRG: tasa de respuesta global; RC: respuesta completa; SLC: sindrome de liberacion de citocinas; ICANS: sin-
drome de neurotoxicidad asociada a células inmunes efectoras..

Con yescarta en LDCGB R/R

El primer estudio fue presentado por Nastoupil en ASH 201835, De 295 pacientes con
LDCGB R/R candidatos a recibir yescarta, se evaluaron 274, con una mediana de
edad de 60 (21-83), 19% ECOG 2-3, 83% estadio III/IV, 75% con 3 o mas lineas, 33%
auto-TPH, 1% alo-TPH previo y 3% afectacion del SNC. El tiempo medio de fabricacion
del CAR-T fue de 21,5 dias y el 55% recibio terapia puente para controlar enfermedad.
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El segundo estudio fue presentado por Jacobson en ASH 2018%¢. De los 108 pacientes
infundidos con LDCGB R/R, se evaluaron 104, con una mediana de edad de 63,8 afnos,
27% auto-TPH previo y 3% alo-TPH previo. El 52% recibio terapia puente para contro-
lar la enfermedad (Tabla 5).

Tabla 5. Eficacia y seguridad de yescarta en ZUMA-1 vs comercial

ZUMA-1 (N=101) Nastoupil (N=274) Jacobson (N=104)
TRG, % 82 81 71
RC, % 58 57 44
SLC grado >3, % 13 7 16
ICANS grado >3 31 33 39

TRG: tasa de respuesta global; RC: respuesta completa; SLC: sindrome de liberacion de citocinas; ICANS: sin-
drome de neurotoxicidad asociada a células inmunes efectoras..

Experiencia en Inglaterra con CAR-T comercial en
pacientes con LDCGB R/R

El servicio nacional de salud en Inglaterra ha implementado con éxito una estructura
nacional para proporcionar productos CAR-T con igualdad de acceso. Kuhnl et al® pre-
sentaron en ASH 2019 la experiencia comercial prospectiva y centralizada con kymriah
y yescarta en pacientes con LDCGB R/R.

De 91 pacientes, se evaluaron 80, 56 recibieron yescarta y 24 kymriah. La mediana de
edad fue de 56, el 71% tenian LDCGB, 24% linfoma transformado de linfoma folicular
y de zona marginal y 5% LPMB. El 4% alo-TPH previo y 15 % auto-TPH previo. El 84%
recibieron terapia puente entre el momento de la aprobacion y la infusion de CAR-T
(mediana de 64 dias), 62 recibieron quimioterapia, 9 radioterapia y 17 esteroides so-
lamente, obteniendo tasas similares de respuesta y toxicidad similares a los ensayos
JULIET y ELIANA.
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Ensayos pivotales
en pacientes adultos
con LDCGB-B R/R tras 12 linea

Disponemos de ensayos clinicos fase III, en reclutamiento, para comparar la eficacia, se-
guridad vy tolerabilidad de kymriah (BELINDA3"), yescarta (ZUMA-7%) y lisocabtagene
(TRANSFORM?®) tras quimioterapia puente y linfodeplecion versus tratamiento estandar
de segunda linea con quimioterapia basada en platino seguida de auto-TPH en pacientes
con LNH-B agresivo en primera recaida dentro de los 12 meses tras la dltima dosis de
rituxinab y antraciclina o refractarios (aquellos que no alcanzan RC o RP) (Figuras 2 a 4).

Safety and Efficac
> M Arm A: CTLO19 (n=159) Y Y
Follow-up
Bridging chemo . Week 6 for
as needed 6 1 treatment decision
S = w 3 - Week 12 +/1w
c N Kk w for disease
R k assessment
R o = - g3m toM12
E A n=318 randomized 1:1, E P * qém to M24
E P L stratification by region E « annual to M60
H oL (NA v. ROW), refractory/ T T
N relapsed <6m v. 6-12m, IPI /
M (<2v.22) /
1 (o c Crossover allowed,
E if no response at 12
N N T T weeks by BIRC until 1
Yyear post ASCT
G T
Arm B:SOC (n=159) CR @sp—  Optional 3°Cycleof ___g, soiep
Salvage+ HDCT+ASCT by BIRC
p PR
SOC 1-6w .
SD/PD soc 2 CRIPR If the patient responds to
by BIRC 1 or more cycles of SOC2,
every attempt should be
made to bring the patient
Start CTLO19 to ASCT
manufactures if PD/SD
A Thergpy at week 6
required (n="107) 1° Endpoint EFS
EFS event:
Week 6 Week 12 + SD/PD by BIRC
at/after week
12+ 1w
- Death at any
ASCT: autologous hematopoietic stem cell transplant; BIRC: Blinded Independent Review Committee; HD: high dose time
chemotherapy; LD: lymphodepletion; M: manufacturing; CR: complete response; PR: partial response; SD: stable disease;
PD: progressive disease; APH: leukapheresis; IPI: International Prognostic Index (1993); R: randomization
Clinical Trial Protocol CCTLO19H2301.

Figura 2. Disefio del estudio BELINDA (CCTLO19H2301). Promotor: Novartis.
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Figura 3. Disefio del estudio ZUMA-7 (NCT03391466). Promotor: Kite.
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PET = positron emission tomography, R = randomization, SOC = standard of care

Clinical Trial Protocol JCAR017-BCM-003.

Figura 4. Disefio del estudio TRANSFORM (JCAR019BCMO003). Promotor: Celgene.
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Conclusiones

© Eluso de CAR-T (kymriah) en nifos y adultos jovenes con LLA-B R/R permite
alcanzar TRG del 82% con una mediana de SG de 19,1 meses, con un perfil de
seguridad aceptable, por lo que supone una oportunidad de tratamiento para
estos pacientes. Estos datos estan siendo reproducidos con el CAR-T comer-
cial.

© El uso de kymriah dentro de ensayo clinico JULIET para LDCGB R/R permite
alcanzar TRG del 54% y SG a 18 meses del 43%, con una mediana de segui-
miento de 24 meses. Tiene un perfil de seguridad aceptable, presenta mas
sindrome de liberacion de citocinas respecto al resto de productos (23% SLC
de grado >3) siendo reversible con el tiempo. Estos datos estan siendo repro-
ducidos con el CAR-T comercial.

© El uso de yescarta dentro del ensayo clinico ZUMA-1 para LDCGB R/R per-
mite alcanzar TRG del 83% y SG a 18 meses del 53%, con una mediana de
seguimiento de 27,1 meses. Su perfil de seguridad es aceptable, presenta mas
neurotoxicidad respecto al resto de productos (31% ICANS de grado >3) sien-
do reversible con el tiempo. Estos datos han sido reproducidos con el CAR-T
comercial, incluso en pacientes que no habrian cumplido los criterios de elegi-
bilidad de ZUMA-1.

© El uso de lisocabtagene (pendiente de aprobacion) dentro del ensayo clini-
co TRANSCEND (el de mayor N reportado hasta la fecha) para LDCGB R/R
permite alcanzar TRG del 73% y SG a 12 meses del 54,7%, con una mediana
de seguimiento de 12 meses. Su perfil de seguridad es aceptable, ocurriendo
la toxicidad en menor porcentaje y mas tarde respecto a los otros productos
CAR-T, apoyando el tratamiento con lisocabtagene en el ambito ambulatorio.

© Por todo ello se esta explorando la introduccién de la terapia CAR-T en fases
tempranas de la enfermedad, con el fin de optimizar la respuesta en este gru-
po de pacientes.
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Terapia celular con linfocitos CAR-T: presente y futuro

Introduccion

La inmunoterapia adoptiva con células T modificadas con receptores quiméricos anti-
geno-especificos (CAR-T) ha revolucionado el campo de la inmunoterapia del cancer,
en especial en las neoplasias hematoldgicas de células B. Los estudios clinicos con un
CAR dirigido al antigeno 19 (CAR19) han mostrado resultados excelentes en pacientes
con leucemia aguda linfoblastica B y linfoma no-Hodgkin B en situacion de refracta-
riedad o tras multiples lineas de tratamiento. Estos resultados han promovido el de-
sarrollo de CAR-T para otras neoplasias hematoldgicas, bien sea utilizando un CAR19
(p.€j. leucemia linfatica crénica) o nuevos CAR-T dirigidos contra otros antigenos (p.ej.
mieloma multiple, leucemia aguda mieloide o linfoma de Hodgkin) (Tabla 1).

Tabla 1. Dianas antigénicas para terapia CART en neoplasias hematolégicas

Enfermedad Antigenos

Mieloma BCMA, cadena Kappa, CD19, TACI ligando, GPRD5C, CD44v6
Leucemia linfatica cronica CD19, CD23, ROR1

Leucemia aguda mieloide CD33,CD123, CLL1, TIM3, CD70, NKG2DL, CD44v6
Enfermedad de Hodgkin CD30,CD19,CD123
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Desarrollo de CAR-T
en miclomay leucemia
linfatica cronica:
resultados clinicos

Mieloma muiltiple

En los ultimos afios se han desarrollado CAR-T dirigidos frente a diversos antigenos ex-
presados en las células de mieloma: BCMA, CD38, CD138, CD19, GPRD5C o CD44v6.
Como en todas las situaciones de inmunoterapia celular, el antigeno ideal es aquel
que presenta una alta expresion especificamente en células plasmaticas tumorales,
con expresion muy restringida en tejidos normales. Una de las dianas que cumple este
requisito es el antigeno de maduracién de células B (BCMA).

El BCMA pertenece a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) y, a
través de la union a ligandos como BLYyS/BAFF o APRIL, interviene de forma importan-
te en la regulacion de la maduracion y diferenciacion de las células B!. La expresion de
BCMA aumenta durante la diferenciacion a células plasmaticas y se encuentra eleva-
da en la mayoria (60-100%) de los mielomas, mientras que su expresion es minima o
ausente en tejidos normales no hematopoyéticos (Figura 1).

El primer estudio de terapia CAR-T-BCMA fue realizado por investigadores del Instituto
Nacional de Cancer (EEUU), en un reducido grupo de pacientes (n=12) con mieloma
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Figura 1. Patrén de expresion de BCMA en células B y diferenciacién a célula plasmatica (tomado
de Cho etar).
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multiple (MM) refractario (mediana de 7 lineas de tratamiento). En este ensayo fase [ se
obtuvieron respuestas completas (RC) en aquellos casos que recibieron la dosis mas alta
de CAR-T-BCMA (hasta 9 x 10° células CAR-T/kg)2. Estos datos constituyeron la base
para el desarrollo de un ensayo con un CAR-T-BCMA de segunda generacion (coesti-
mulacion 4-1BB) en pacientes con MM refractario, cuyos resultados acaban de ser pre-
sentados?. En este estudio se trataron 33 pacientes (21 en la fase ) y 12 en la fase de
expansion. La mediana de tratamientos recibidos fue de 7 y mas del 90% habian reci-
bido un TASP. La dosis de CAR-T-BCMA oscilé entre 50 y 800 millones de células CAR+,
administradas tras un acondicionamiento linfodeplecionante que incluy¢ ciclofosfamida
y fludarabina. Un 85% de los pacientes respondieron, con una tasa de respuestas com-
pletas (RC) del 45% y una duracion de la respuesta de 11 meses. Si bien no se pudo
detectar una correlacién dosis-respuesta, los pacientes que respondieron fueron los que
recibieron al menos 150 millones de células CAR-T+. Aun asi, la mayoria de pacientes
presentaron progresion del mieloma antes de los 12 meses (Figura 2).

El sindrome de liberacion de citocinas (SLC) ocurrié en un 76% de pacientes, mayo-
ritariamente grados 1 o 2, y las complicaciones neuroldgicas ocurrieron en un 42%,
practicamente todos grado 1-2. Estos resultados, en un grupo de pacientes altamente
tratados, han estimulado el desarrollo de humerosos ensayos con CAR-T-BCMA, con
ciertas diferencias como el uso de vector retroviral versuslentiviral o la utilizacion de un
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Figura 2. Supervivencia libre de progresion en pacientes con MM que reciben CAR-T-BCMA seguln
dosis (tomado de Raje?).
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CAR-T con un anticuerpo anti-BCMA humano (Tabla 2). Esta ultima estrategia tiene el
objetivo de evitar la respuesta inmune frente a la regidon murina, que puede ocurrir en
algunos pacientes que reciben un CAR con una secuencia del anticuerpo derivado de
ratdon. En este sentido, los resultados preliminares de dos ensayos con un CAR-T-BCMA
humano (UPenn y bluebirdbio) muestran una tasa de respuestas globales (RG) similar
en una poblacién de pacientes con MM similar a la anteriormente descrita (64% y 96%,
respectivamente), por lo que esta por demostrar si esta estrategia se traduce en resul-
tados clinicamente mejores. En concreto, en el estudio desarrollado en la UPenn, se
trataron 25 pacientes (mediana de tratamientos previos de 7), distribuidos en 3 cohor-
tes distintas segun la dosis, la cual se administré a su vez repartida en 3 dias (10% de la
dosis total el dia 1, 30% el dia 2 y 60% el dia 3), en funcién de la existencia de complica-
ciones, como SLC. Teniendo en cuenta que con este esquema un 16% de los pacientes
solo recibieron las dos dosis mas bajas, la tasa global de respuestas fue del 64% con
2 pacientes en RC (una de ellas estricta). La duracién mediana de la respuesta vy la
supervivencia libre de progresion fue de aproximadamente 4 meses, de forma que
solo 3 pacientes permanecian sin progresion en el momento de la presentacion de los
resultados. Es de destacar que, si bien no se han observado recidivas o progresion del
mieloma sin expresion del BCMA, las células de MM residuales tras el tratamiento en
la mayoria de pacientes mostraban una clara disminucion de la expresion del BCMA,
hecho que se ha identificado como un factor de resistencia de las células tumorales a
la terapia CAR-T-BCMA. En este estudio, la mayoria de los pacientes (88%) tuvieron
SLC, que fue grave (grado 3-4) en un tercio de ellos. Se observaron complicaciones
neuroldgicas (ICANS) en 8 pacientes (32%), las cuales fueron graves en 3, incluyendo
un paciente con edema cerebral que requirio altas dosis de prednisona.

Tabla 2. Ensayos clinicos con CAR-T-BCMA en MM, Caracteristicas

Nombre CAR-T Caracteristicas Método modificacién Fase de desarrollo
constructo celular

NCI Murino/CD28 RetroV I

bb2121 murino/4-1BB LentiV I-1I

LCAR-B38M Biepitope/4-1BB Lentiv I-1I

BCMA Humano/4-1BB Lentiv Preclin
Alo/4-1BB

P-BCMA-ALLO1 4-1BB Transposon I

FHCRC Humano/4-1BB LentiV [-1I

MSKCC Humano/4-1BB RetroVv -1

UPenn Humano/4-1BB Lentiv -1
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En resumen, los resultados clinicos de la terapia CAR-T-BCMA en pacientes con MM
muestran en general una tasa de respuesta muy alta, pero con una duracion rela-
tivamente corta, pues la mayoria de los pacientes presentan una progresion de su
enfermedad en el primer afio postratamiento. Por este motivo se estan desarrollando
nuevas estrategias con el objetivo de aumentar la eficacia clinica: administracion del
CAR-T-BCMA conjuntamente con inhibidores de gamma-secretasa, para aumentar la
expresion del BCMA en las células tumorales, o el uso de un CAR-T-BCMA en el que
el anticuerpo esté dirigido hacia 2 epitopes distintos en la molécula BCMA. En cual-
quier caso, todas estas estrategias, aunque novedosas y muy interesantes desde el
punto de vista biolégico, deben validarse en ensayos clinicos adecuados. Asi, un estu-
dio preliminar en 57 pacientes tratados con un CAR-T-BCMA con doble especificidad
antigénica (LCAR-B38M) mostré una elevada tasa de respuestas (74% RG, 68% RC),
si bien solo un 20% de los pacientes que alcanzaron una RC con enfermedad minima
residual negativa (por citometria de flujo) estaban libres de progresion a los 2 afios®.
Este estudio, inicialmente realizado en China, fue continuado en Europa y EEUU en un
ensayo fase I/l (CARTITUDE-1) en pacientes con MM refractarios a 3 lineas incluyendo
inhibidor de proteosoma, inmunomoduladores y anti-CD38. Recientemente han sido
presentados resultados de la fase Ib (n= 29 pacientes); la tasa de respuestas globales
fue del 100% con un 69% de RC (la gran mayoria RC estrictas)®. Con estos resultados,
se ha iniciado la fase I del ensayo, actualmente en periodo de reclutamiento.

Por otra parte, la administracion de farmacos inhibidores de gamma-secretasa pre e
inmediatamente post-infusion de CAR-T-BCMA podra aumentar su eficacia al incre-
mentar la expresion del BCMA en la célula tumoral. Estudios preclinicos han demos-
trado una mayor efectividad de esta combinacion’, la cual esta siendo actualmente
probada en ensayos clinicos.

Si bien el BCMA es la diana mas utilizada actualmente en la inmunoterapia CAR-T
del mieloma multiple, existen otras dianas para las cuales empiezan a desarrollarse
nuevos CAR:

@ CS1/SLAMFT es una molécula expresada en células del sistema inmune (NK, T, B
células dendriticas) con funciones activadoras o supresoras segun la célula donde
se exprese. Es también el ligando del anticuerpo elotuzumab, lo que ha facilitado
el disefo de CAR dirigidos hacia CS1/SLAMF78. Esta molécula presenta una alta
expresion en practicamente el 100% de los mielomas muiltiples. Estudios preclinicos
han demostrado que células CAR-T anti-CS1/SLAMFT tienen citotoxicidad in vitro e
in vivo en modelos de mieloma®, por lo que podria ser una interesante opcion para
terapia CAR-T del mieloma, la cual se esta estudiando en ensayos clinicos.
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@ CD138 (sindecan 1) se expresa en células plasmaticas (benigna y tumoral), por lo
que es una diana interesante para terapia CAR en MM. Sin embargo, su desarrollo
clinico ha sido restringido a un pequefio ensayo en China, con 5 pacientes. La es-
casa actividad clinica (ninguna respuesta) y el hecho de que CD138 se expresa en
multiples tipos de células epiteliales hacen que esta diana haya perdido actualmen-
te interés para el desarrollo clinico de terapia CAR.

Otros CAR disefiados frente a CD19 y la cadena ligera x de la inmunoglobulina se han uti-
lizado en estudios piloto, en pacientes con MM, si bien con escasa actividad terapéutica®.

Recientemente se ha descrito el desarrollo de CAR frente a moléculas novedosas que
han suscitado gran interés:

@ GPRD5C es una molécula receptor acoplado a proteina G con expresion en MM
similar a la de BCMA. Estudios preclinicos recientes han demostrado que un CAR
anti-GPRD5C tiene actividad frente a MM en modelos in vivo, comparable a la de un
CAR-T-BCMA!!, por lo que un CARGPRD5C podria ensayarse en pacientes con MM
en recidiva tras inmunoterapia con CAR-T-BCMA 0 cuyos tumores posean una baja
expresion de BCMA. Por otra parte, la expresion de GPRD5C es independiente de
BCMA en MM, lo que sugiere que el disefio de un CAR biespecifico dirigido simulta-
neamente a ambos antigenos podria tener relevancia clinica. Es de esperar el inicio
de ensayos clinicos con un CAR GPRD5C proximamente en pacientes con MM.

@ CD44 es una glicoproteina expresada en numerosos tejidos, incluyendo tumores. Una
caracteristica que la hace atractiva para inmunoterapia es su alta heterogeneidad, de-
bida a modificaciones postranscripcionales, incluyendo patrones de glicosilacion, los
cuales puede tener un comportamiento diferencial en tumores. Asi, la isoforma variante
6 de CD44 (CD44v6) se expresa en un alto porcentaje (80%) de MM, mientras que su
expresion en tejidos sanos esta restringida preferentemente a monocitos y queratino-
citos. Recientemente se ha demostrado que un CAR de segunda generacion (CD28)
dirigido frente a CD44v6 tiene efectividad antitumoral en modelos de mieloma'?. Esto
ha llevado al desarrollo de un ensayo clinico de un CARCD44v6 en pacientes con MM
refractarios (EureCART) dentro del programa de investigacion europeo H2020.

@ Por ultimo, merece la pena destacar un nuevo disefio de CAR para MM, que consis-
te en un CAR con la molécula APRIL, que es un ligando para los receptores BCMA
y TACI, ambos expresados en las células plasmaticas de MM. Estudios preclinicos
con un CAR-APRIL han mostrado eficacia en modelos de MM?3, incluyendo aquellos
que no expresan BCMA, lo que sugiere que este nuevo disefio podria aumentar la
eficacia del CAR-T-BCMA.
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Conclusiones

© El BCMA representa actualmente la principal diana para terapia CAR-T, ob-
teniéndose una alta tasa de respuestas en pacientes con MM en recidiva tras
multiples lineas de tratamiento.

© La mayoria de pacientes no tiene respuestas duraderas y la progresion ocurre
muy frecuentemente.

© Es necesario explorar nuevas estrategias como utilizar CAR dirigidos hacia
nuevas dianas, el desarrollo de CAR biespecificos dirigidos simultaneamen-
te frente a dos antigenos expresados en MM o la combinacion de CAR con
agentes inmunomoduladores que incrementen su actividad citotdxica, como
lenalidomida.

Leucemia linfatica crénica

Si bien los primeros resultados con CART19 en pacientes con leucemia linfatica cronica
(LLC) fueron decepcionantes por la ausencia de respuesta clinica'#*>, la observacion de 3
pacientes con una LLC refractaria y factores de mal prondstico (delecién p53) que obtuvie-
ron una respuesta completa con una dosis de CART19'67 estimuld el uso de esta terapia
en pacientes con LLC. En los primeros estudios, con grupos reducidos de pacientes en los
que se utilizé un CART19 de segunda generacion coestimulado con CD28, se demostrd que
la infusion de CART19 podia inducir RC en pacientes con LLC avanzada quimiorefractarios.

Estudios posteriores con un mayor numero de pacientes demostraron el potencial de
la terapia CART19 en pacientes con LLC en recidiva y con factores de mal prondstico.
Asi, en el estudio de la UPenn's, se trataron 14 pacientes (CART19-4-1BB) con una
mediana de tratamientos previos de 5 y factores de mal prondstico (43% con dele-
cién de p53), si bien solo un paciente habia recibido tratamiento previo con ibrutinib.
Un 57% de los pacientes respondieron y el 29% obtuvo una RC. Es de destacar que
ninguno de los pacientes con RC progreso, tras un seguimiento mediano de 18 meses
y en ninguno de ellos se detectd la presencia clonal de células B por técnicas de se-
cuenciaciéon de ultima generacion (enfermedad minima residual -EMR- negativa). La
expansion de las células CAR-T y la presencia de aplasia de células B (como marcador
de la funcionalidad del CAR-T) fueron factores asociados claramente a respuesta.
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La eficacia de un CART19 en pacientes con LLC tratados con farmacos actuales (es
decir, inhibidores de BTK o venetoclax) se estudié en un ensayo realizado en el Fred
Hutchinson Cancer Research Center (Seattle)'. En este ensayo se trataron 24 pacien-
tes, todos ellos en recidiva o refractarios a ibrutinib, 6 de ellos también en recidiva tras
venetoclax. Todos los pacientes recibieron productos CART19 de segunda generacion
(coestimulacion 4-1BB) obtenidos (linfoaféresis) en ausencia de exposicion a ibruti-
nib, tras una quimioterapia linfodepletiva con ciclofosfamida y fludarabina. La tasa de
respuestas globales fue del 74%, y un 21% obtuvo una RC, de los cuales 58% fue con
enfermedad minima residual (EMR) negativa por secuenciacion. Similar a lo descrito
en estudios previos, los pacientes con RC EMR negativa tuvieron un 100% de supervi-
vencia libre de progresion (SLP), mientras que aquellos con RC en los que es posible la
deteccion de clones B, la progresion es la norma (Figura 3).

Estudios recientes con un CART19 (coestimulado con 4.1BH) con ajuste de ratios
CD4:CD8 (1:1) han mostrado una tasa de RC del 45%, la mayoria de ellos (65-75%)
con EMR negativa por secuenciacion o citometria®®. Actualmente esta en marcha
la fase II de extension del mencionado estudio (TRANSCEND 004) que incluye un
mayor numero de pacientes que recibiran la dosis maxima tolerada establecida en
la primera fase.

Los resultados obtenidos hasta la fecha muestran que solo un reducido grupo de pa-
cientes (aquellos que obtiene una RC con EMR negativa) se benefician de la terapia
CART19. Por este motivo, se estan desarrollando estudios para analizar las causas de
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Figura 3. Supervivencia libre de progresion en pacientes con LLC que obtienen RC tras CART19 en
funcién de la presencia de clones B por secuenciacién (tomado de Turtle et al*°).
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refractariedad de la LLC a esta terapia y que estrategias podrian aumentar su eficacia.
En relacion con la disfuncion celular T inducida por las células de LLC, estudios recien-
tes han mostrado que uno de los factores involucrados podria ser una deficiente ac-
tivacion y coestimulacion de las células CAR-T2L. En este sentido, estrategias dirigidas
a aumentar la coestimulacion de las células T, como la transduccion con CAR19 que
incluya una secuencia del ligando 4-1BB, podria incrementar la eficacia. Esta opcion
esta siendo estudiada en ensayos clinicos en pacientes con neoplasias linfoides B, in-
cluyendo LLC. Por otra parte, se ha observado que la composicion celular del producto
de partida para la produccion del CAR19 esta asociada a la calidad de la respuesta.
Asi, los pacientes que obtuvieron RC mantenida fueron aquellos que presentaban una
mayor proporcion de células T de memoria (compatibles con el subtipo memoria stem)
en el producto de linfoaféresis?.

Estudios recientes han mostrado que el ibrutinib mejora la expansion in vivo de las
células CART19 en pacientes con LLC, y en estudios preclinicos aumenta su capacidad
de implante y efecto antitumoral?®, Io que sugiere que su administracion a pacientes
con LLC por un periodo de tiempo que incluya tanto la obtencion de las células T para
la produccion de CAR-T como tras su infusion, podria mejorar su eficacia. Este concep-
to fue analizado en un ensayo reciente en pacientes con LLC tratados con dosis ele-
vadas de un CART19 (coestimulacién CD28: dosis hasta 3 x 107/kg CAR-T*) algunos
de los cuales recibieron ibrutinib durante la linfoaféresis y tras la infusion del CAR-T?4.
Los resultados preliminares sugieren que los pacientes con exposicion a ibrutinib en el
momento de la linfoaféresis muestran una mayor expansion in vivo del CART19, pero
solo un 25% del total de pacientes obtuvieron una RC. Por ello, el impacto clinico del
uso de ibrutinib por un periodo prolongado que incluya la obtencion de las células para
la produccion de CAR-T es actualmente desconocido.

Conclusiones

o La eficacia de CART19 en pacientes con LLC es reducida, con una tasa de RC
por lo general inferior al 30%.

o Sin embargo, la mayoria de pacientes en RC obtiene una enfermedad minima
residual negativa, lo que se asocia con una SLP elevada cercana al 100%.

o El uso de ibrutinib previo y durante a la obtencion del producto celular para
la produccion de CAR-T mejora la expansion celular de CAR-T in vivo, pero
esta por demostrar que tenga un impacto relevante en la respuesta clinica del
CART19.
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Datos preclinicos
enleucemia aguda
miecloblastica

y enfermedad

de Hodgkin

Leucemia aguda mieloblastica

Los resultados clinicos obtenidos con CART19 en pacientes con leucemia aguda linfoblas-
tica (LAM) han estimulado la investigacion CAR-T para LAM. Sin embargo, a diferencia de
lo que ocurre en LLA-B, la mayoria de los antigenos diana para inmunoterapia que se en-
cuentran en las células tumorales de LAM también se expresan en tejido hematopoyético
sano, lo que constituye una dificultad afadida. El antigeno ideal para inmunoterapia es
aquel expresado en las células denominadas stem de la leucemia mientras que muestran
una ausencia o expresion reducida en células normales hematopoyéticas.

Estudios preclinicos iniciales han disefiado y analizado CAR dirigidos contra antigenos
como CD33 y CD123, los cuales se encuentran en la mayoria de los pacientes con
LAM, pero también en células mieloides sanas, lo que podria comprometer la seguri-
dad de la terapia CAR-T. El CD123 se expresa en una amplia mayoria de LAMy ha sido
evaluado para terapia CAR-T. Este antigeno ejemplifica el concepto de la importancia
del disefio del CAR-T no solo en cuanto a eficacia sino también a seguridad. Asi, en
estudios preclinicos se ha observado un efecto diferente del CAR123 en poblaciones
mieloides tumorales versus sanas. Mientras que un CART123 coestimulado con CD28
no tenia un efecto reconocido en progenitores mieloides normales?®, el CART123 coes-
timulado por 4-1BB era capaz de eliminar no solo los blastos sino también las célu-
las mieloides sanas?, o que representa un serio obstaculo para su uso en pacientes,
puesto que esta molécula, al igual que CD33 se expresa también en tejidos sanos (por
ejemplo, piel, pulmon y prostata).

Por esta razon se ha iniciado la busqueda de dianas antigénicas con expresion predomi-
nante en la célula leucémica stem comparado con su expresion en progenitores normales.
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En este sentido, un amplio estudio basado en transcriptomica y protedémica de poblacio-
nes celulares stem, progenitores multipotentes y otras células mieloides mas diferenciadas
han identificado una serie de antigenos candidatos para terapia CAR-T de LAM?", Estas
dianas poseen una expresion diferencial entre células neoplasicas y normales y estan pre-
sentes en una gran mayoria de las LAM. Ademas se realizo un estudio de expresion de
las moléculas candidatas en células T, como CD96, altamente expresada en LAM peor
también en células T, lo que podria dificultar la generacién de un producto celular CAR-T.
Algunas de ellas incluyen CD70, CCR1, CLL1, o0 CD44v6 o ligandos de NKG2D las cuales
estan siendo investigadas en ensayos clinicos preliminares?®2°,

Otra molécula diana para CAR-T de LAM es FLT3, la cual esta expresada en una
proporcion de LAM. Estudios preclinicos han demostrado el potencial de un CAR-T
anti-FLT3 para eliminar células leucémicas®; sin embargo FLT3 también estd am-
pliamente expresado en progenitores hematopoyéticos normales, lo cual limita se-
riamente su uso clinico.

Conclusiones

o La terapia CAR-T contra LAM requiere la identificacion de dianas antigénicas
relevantes, lo cual esta dificultado por la expresion simultanea en progenitores
hematopoyéticos normales.

© Algunas moléculas potencialmente relevantes son CD70, CLL1, TIM3, CD44v6
0 NKG2DL.n Se han iniciado ensayos clinicos con CAR-T dirigidos frente a mo-
|éculas como CD123, CD33, CD70, NKG2DL y CD44v6 en pacientes con LAM.

Enfermedad de Hodgkin

La molécula CD30 se expresa en todos los casos de enfermedad de Hodgkin clasica
(EHc), con una expresion tumoral alta y uniforme. Sin embargo, la expresion de CD30
en células normales estd muy restringida (eosindfilos y células T y B solo cuando estan
activadas). Por este motivo, CD30 es una diana terapéutica ideal para inmunoterapia
con células CAR-T.

Hasta la fecha se han completado dos ensayos clinicos con un CART30 en pacientes
con EHg, los cuales han mostrado una tasa moderada de respuestas®'2. En un grupo
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de 17 pacientes refractarios, con una mediana de lineas de tratamiento previas de 3,
tratados con células CART30 (coestimulado con 4-1BB) la tasa de respuestas fue de
un 39% (todas RP). En el segundo ensayo con 7 pacientes, con 4 tratamientos previos
(mediana), tratados con células CART30 (coestimulado con CD28) se obtuvieron un
33% de RC. Es de destacar que en este ultimo ensayo no se administré tratamiento
linfodeplecionante a los pacientes previo a la infusion de las células CAR-T. Sin embar-
go, en la fase de extension de este Ultimo ensayo, en el que los pacientes recibieron
acondicionamiento linfodeplecionante con fludarabina y bendamustina o ciclofosfa-
mida, se detectd un incremento de la eficacia de la administracion de células CART30,
obteniéndose una tasa global de respuestas del 78% con un 67% de RC y una mayor
persistencia de las células CART30 en sangre periférica*3, lo que sugiere que la eficacia
del tratamiento con células CART30 puede incrementarse con un tratamiento linfode-
plecionante previo a la infusion, tal y como se realiza actualmente con pacientes con
neoplasias linfoides B que reciben terapia con células CART19. A pesar de la mejoria
en las respuestas, es necesario desarrollar nuevos disefios de CART30 que confieran
mayor persistencia de las células CAR-T, incremento del trafico de dichas células al
tumor y resistencia al ambiente tumoral inmunosupresor.

Algunas de estas estrategias estan siendo investigadas en el contexto preclinico. Asi,
algunos investigadores han desarrollado un CART30 que coexprese la molécula CCR4
para aumentar la atraccion al interior del tumor, dado que éste secreta la molécula
TARC, que se une a CCR4. Estudios en modelos animales de Hodgkin han mostrado
una mayor eficacia antitumoral comparado con el CART30 sin CCR4, debido, en parte,
a una mayor infiltracion de las células CAR-T en el tumor34. Estos estudios forman la
base para el inicio de un ensayo clinico con este disefio de CART30-CCR4 en pacientes
con EHc refractarios o en recidiva.

Nuestro grupo de inmunoterapia génica en el Servicio de Hematologia ha desarrolla-
do un nuevo CART30 (HSP-CAR30) con atributos diferentes de los anteriores, que le
confieren una alta eficacia antitumoral en modelos de Hodgkin experimentales: es-
pecificidad antigénica resistente al bloqueo por CD30 soluble, redireccion frente a un
epitope de la molécula CD30 que confiere alta citotoxicidad tumoral. Ademas, nuestro
producto HSP-CAR30 esta enriquecido en células T de memoria, central y sten?, lo
cual puede incrementar el efecto antitumoral.

En estudios de eficacia in vitro HSP-CAR30 induce una citotoxicidad especifica del
80-100% de lineas celulares de Hodgkin clasico, comparado con células T control.

El efecto antitumoral in vivo de las células HSP-CAR30 se estudid en 2 modelos xeno-
génicos NOD/SCID/y (NSG) con lineas tumorales humanas de linfoma de Hodgkin. La
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administracion de una dosis unica de células HSP-CAR30 via ev. en ratones con tumor
implantado produce la eliminacion del tumor en el 100% con supervivencia del 100%
al final del estudio, mientras que el grupo control presenté una supervivencia del 0%
por crecimiento tumoral. Ademas, las células HSP-CAR30 mostraron una gran persis-
tencia en el tiempo, con redistribucidon mayoritaria en érganos linfoides, y fueron capa-
ces de eliminar una nueva administracion de tumor en el 100% de los casos. Nuestros
datos demuestran que HSP-CAR30 son capaces de generar inmunidad anti-Hodgkin
especifica a largo plazo y de eliminar de forma muy eficaz tumores con diseminacion
sistémica en 6rganos linfoides y también en lesiones extranodales. Estos datos pre-
clinicos forman la base para un ensayo clinico en el Hospital de Sant Pau con células
HSP-CAR30 en pacientes con EHc en recidiva o refractario a inmunoterapia, incluyen-
do brentuximab y anticuerpos anti-PD1 (EudraCT 2019-001263-70).

Si bien CD30 es una diana ideal para CAR-T en la enfermedad de Hodgkin, se estan
estudiando otras que puedan complementar e incrementar eficacia de la terapia CAR-T.
Investigadores de UPenn han disefiado un CAR dirigido frente a CD123, molécula ex-
presada en una fraccion (alrededor del 60%) de EHc. En estudios preclinicos han mos-
trado que CART123 es citotoxico de forma especifica contra lineas celulares de Hodgkin
que expresan CD123 y, mas importante, la administracion de CAR123 es capaz de erra-
dicar el linfoma de Hodgkin en modelos in vivo. Un hallazgo adicional interesante es el
efecto citotdxico de dicho CAR-T sobre la poblaciéon de macrdéfagos inmunosupresores,
que también expresan CD123, lo que podria contribuir a su efecto antitumoral®®.

Conclusiones

o La molécula CD30 es la diana mas utilizada para terapia CAR-T contra la en-
fermedad de Hodgkin clasica.

o EI CART30 de segunda generacion coestimulado con CD28 o 4-1BB es citotd-
xico frente a células de Hodgkin y muestra actividad eficaz en modelos in vivo.

o Se han estudiado varias estrategias para incrementar su efecto antitumoral,
que incluyen CAR30 con receptores de quimiocinas, o uso de células T de
memoria con alta capacidad de migracion tumoral y citotoxicidad.

o Lamolécula CD123 es otra diana para terapia CAR-T en EHc, que ademas se
expresa en células mieloides supresoras.
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Terapia celular con linfocitos CAR-T: presente y futuro

Introduccion

El desarrollo de una gran variedad de inmunoterapias contra enfermedades neoplasi-
cas tiene como comun denominador la manipulacion de distintos elementos del siste-
ma inmune con el objetivo de controlar la enfermedad de base.

Terapias tales como anticuerpos monoclonales, inhibidores de checkpoint, anticuerpos bi-
especificos u otros farmacos inmunomoduladores, tienen capacidad de alterar la actividad
de un complejo sistema inmune con un enorme poder metabdlico, citotdxico e inflama-
torio, capaz de modular intensamente el contexto homeostatico de los individuos incluso
en cuestion de horas. Se trata, por lo tanto, de terapias que no estan libres de toxicidades,
y la terapia con linfocitos T con receptor antigénico quimérico (CAR) no es la excepcion.

La presencia de un CAR vinculado a las moléculas coestimuladoras correspondientes
(4-1BB/CD28 y CD3)! en superficie de los linfocitos T citotdxicos (CD8+) habilita que
el simple reconocimiento del antigeno diana desencadene una respuesta inmune ce-
lular T principalmente citotoxica, especificamente dirigida contra la célula portadora
del antigeno diana. Por lo tanto, esta toxicidad sera recibida tanto por las células diana
(efecto on-target on-tumor) como por otras células sanas que compartan su expresion
(efecto on-target off-tumor; p.€j. aplasia de linfocitos B). Esto producira toxicidades que
estaran limitadas a aquellas dianas especificas y a las consecuencias de su eliminacion
(p.ej. hipogammaglobulinemia, infecciones, etc.).

Paralelamente, aquellos linfocitos T colaboradores (CD4+) que contengan el CAR y que a su
vez sean activados por el antigeno diana, desencadenaran una potente respuesta inmune
mediada principalmente por la liberacion de citocinas. Dichas citocinas actuaran de forma au-
tocrina, paracrina y sistémica, teniendo efectos tanto funcionales como téxicos a dichos niveles.

Dicha respuesta celular T colaboradora o helper (CD4+), junto a su cercana interaccion
con los macroéfagos, buscara promover un contexto inflamatorio que favorezca la res-
puesta inmune contra el objetivo del CAR-T, ya sea mediante la modulacion paracrina y
sistémica de los linfocitos CAR-T citotdxicos (CD8+) previamente mencionados, como la
modulacion de otros actores celulares que normalmente se encuentran involucrados en
la respuesta del sistema inmune (macréfagos, neutrdéfilos, microglia, etc.) y la respuesta
inflamatoria sistémica (células endoteliales, hepatocitos, médula ésea, etc.).
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Por lo tanto, dicha respuesta celular T colaboradora combinada con la respuesta ma-
crofagica podra generar una gran variedad de efectos tanto deseados como inde-
seados (toxicidades) a nivel sistémico, sobre una gran variedad de tejidos (Tabla 1).
Debido a su prevalencia y gravedad potencial destacan especialmente dos de ellas:
el denominado sindrome de liberacién de citocinas (SLC) y el sindrome de neurotoxi-
cidad asociada a células inmunes efectoras (del inglés ICANS). Las citocinas principal-
mente implicadas en la patogénesis del SLC incluyen a la interleucina-6 (IL-6), inter-
leucina-10 (IL-10), interferén-gamma (IFN-y), proteina quimioatrayente de monocitos 1
(MCP-1), y el factor de estimulaciéon de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF).
Otras citocinas, incluyendo al factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1),
interleucina-2 (IL-2) e interleucina-8 (IL-8) también se elevan durante el SLC?3.

Tabla 1. Toxicidades paracrinas y sistémicas mediadas principalmente por linfocitos

CAR-T colaboradores o helpers (CD4+) y macréfagos

Toxicidad Células implicadas Filiacién
Fiebre Sistema endotelial hipotalamico SLC
Hipotension Sistema endotelial sistémico SLC/SFC
Hipoxia Sistema endotelial pulmonar SLC/SFC
Insuficiencia renal aguda Sistema endotelial sistémico SLC/SFC
Sindrome de fuga capilar Sistema endotelial sistémico SLC
Coagulopatia Sistema endotelial sistémico SLC

Arritmias Sistema endotelial cardiaco SLC
Transaminitis Hepatocitos SLC/MAS/SOS
Hiperbilirrubinemia Hepatocitos SLC/MAS/SOS
Hiperferritinemia Hepatocitos SLC/MAS/SOS
Obstruccion sinusoidal Sistema endotelial hepatico SOS

Cefalea Sistema endotelial cerebral SLC/ICANS
Nauseas/vomitos SNC SLC/ICANS
Artralgias Nociceptores (SNP) SLC/ICANS
Mialgias Nociceptores (SNP) SLC/ICANS
Temblor Sistema endotelial cerebral/SNC ICANS

Signos de foco Sistema endotelial cerebral/SNC ICANS
Convulsiones Sistema endotelial cerebral/SNC ICANS

Edema cerebral Sistema endotelial cerebral/SNC ICANS

SLC: sindrome de liberacion de citocinas; SFC: sindrome de fuga capilar; ICANS: sindrome de neurotoxicidad
asociada a células inmunes efectoras; MAS: sindrome de activacion macrofdgica; SOS: sindrome de obstruc-
cion sinusoidal; SNC: sistema nervioso central; SNP: sistema nervioso periférico.
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Nuestra capacidad de control de dichas toxicidades potencialmente mortales es vital
para incrementar las posibilidades de éxito de dichas terapias inmunomediadas. A
continuacion, abordaremos estas toxicidades, comenzando por la fisiopatologia y el
diagndstico y terminando por el estadiaje y manejo de las mismas.
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Fisiopatologia

de las principales
toxicidades mediadas
por c€lulas CAR-T

Los productos CAR-T anti CD19 actualmente aprobados por la FDA/EMA comparten
el dominio de coestimulacion principal, denominado CD3z, y difieren en los dominios
de coestimulacidon secundarios, 4-1BB (tisagenlecleucel) o CD28 (axicabtagene-cico-
leucel) (ver capitulo 1). La unién del antigeno diana con la scFv del CAR produce la ac-
tivacion parafisioldgica de dichos dominios intracelulares de coestimulacion, los cuales
llevaran a la activacion inmune del linfocito T que los contenga, sean estos citotdxicos
(CD8+) o colaboradores (CD4+).

Debido a dicha activacion y en consonancia con la expansion del CAR-T#, se iniciara
una cascada de eventos constituidos principalmente por la liberacion suprafisioldgica
de sustancias proinflamatorias y el incremento de la actividad citotdxica dirigida que
podran derivar en el desarrollo de ciertas complicaciones especificas de las células
CAR-T, complicaciones que seran englobadas dentro de dos sindromes centrales rela-
cionados entre si'y frecuentemente superpuestos: SLC e ICANS.

Dichos sindromes constituyen dos de las principales complicaciones observadas en
todos los productos CAR-T, tanto de los comercializados como los que se encuentran
en fase de desarrollo, por lo que forman parte de un “efecto de clase” de esta terapia.
A continuacion, intentaremos disecar brevemente los principales eventos y actores
involucrados de forma secuencial, destacando el linfocito CAR-T citotdxico (CD8+),
el linfocito CAR-T colaborador (CD4+), el macréfago y la célula endotelial (Figura 1).
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Figura 1. Interaccién entre las células CAR-T citotéxico (CD8+) - CAR-T colaborador (CD4+)-célula
diana-macréfago-célula endotelial.

El linfocito CAR-T citotoxico (CD8+)

La unién del antigeno diana con el CAR producira la activacion parafisiologica de los
subtipos de linfocitos T que lo contengan (Figura 1). En el linfocito T citotdxico esto
implicara, por un lado, la estimulacion de la produccion y exocitosis de granulos cito-
toxicos sobre la célula diana, granulos que contienen perforinas y granzimas. Dichas
perforinas son proteinas capaces de unirse a la membrana celular de la diana y oligo-
merizar hasta generar poros que producen la ruptura de la homeostasis celular al per-
mitir una comunicacion directa del espacio intracelular con el extracelular. Al mismo
tiempo, permiten el ingreso de las granzimas A y B secretadas en los mismos granulos.
Estas son proteasas con capacidad de hidrolizar tanto proteinas intracelulares como
extracelulares. A nivel intracelular, hidrolizan proteinas vitales como la nucleolina, nu-
cleofosmina y la topoisomerasa, favoreciendo de esta forma la apoptosis celular via
activacion del sistema de caspasas. A nivel extracelular, hidrolizan proteinas como la
fibronectina, el colageno 1V, y el factor von Willebrand, debilitando las uniones celula-
res a nivel endotelial, favoreciendo de esta forma la transmigracion de células inmu-
nes, asi como la extravasacion a los tejidos y la inhibicion de la agregacion plaquetaria.
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Dependiendo de la intensidad de estas reacciones habra un mayor o menor riesgo de
complicaciones tales como el sindrome de lisis tumoral, asi como de complicaciones
relacionadas con la fuga capilar y complicaciones hemorragicas.

Finalmente, y de forma secundaria, dichos CAR-T citotdxicos activados también son
responsables de la liberacién de una serie de citocinas (principalmente IFN-y y IL-2).
Sin embargo, por motivos didacticos estas se mencionaran dentro de las funciones
principales del siguiente actor, el linfocito CAR-T colaborador (CD4+).

El linfocito CAR-T colaborador (CD4+)

La unioén del antigeno diana con el CAR producira la activacion parafisioldgica de los
subtipos de linfocitos T que lo contengan (Figura 1). En el linfocito T colaborador esto
implicara la estimulacion de la produccion y liberacion de una gran cantidad de citoci-
nas proinflamatorias, quimiocinas, factores de crecimiento y factores de permeabilidad
vascular cuya funcion es facilitar la actividad de los linfocitos T citotdxicos, asi como de
otros elementos del sistema inmune. La activacion del CAR-T colaborador estimulara la
liberacion de citocinas, destacando principalmente IL-6, IL-2, IFN-y, TNF-a, y GM-CSF.

IL-6

Citocina de rol pleiotrépico® en la regulacion inmune, inflamacion y hematopoyesis,
entre otras. Cumple, quizas, un rol central en las toxicidades mediadas por las células
CAR-T. Su produccion no es exclusiva del linfocito T; al contrario, es producida por una
gran variedad de células, tanto del sistema inmune (linfocitos T, linfocitos B, macro-
fagos y microglia) como otras estirpes celulares (endoteliales, neuronas, adipocitos,
células musculares y fibroblastos) en respuesta a situaciones de inflamacion.

Destaca por ser capaz de mediar sefiales a distintos tejidos mediante dos vias de gran
relevancia (Figura 2)8, lo cual explica la gran variedad de efectos y toxicidades que
puede mediar. Estas dos vias son la via clasica (mediante su receptor de membrana
[IL-6R]) vy la via de transefalizacién (mediante su receptor soluble [IL-6Rs]), ambas
dependientes de la sefalizacion via JAK/STAT.

@ La via cldsica: mediada por la union directa de la IL-6 con su receptor de superficie
de membrana celular, el IL-6R (CD126 o gp80), el cual se encuentra casi exclusi-
vamente en macréfagos, neutrdfilos, algunos linfocitos T, hepatocitos y microglia.
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Adaptada de Lee et al (Blood, 2014)°.

Figura creada con Biorender.com

Figura 2. Vias de seiializacién de la IL-6.

Alli, el complejo IL-6/IL-6R une y homodimeriza a la gp130, que es quien finalmente
desencadena la sefializacion intracelular. Esta via funciona tanto bajo niveles fisio-
I6gicos como de niveles suprafisiolégicos de IL-6, y media el efecto de la IL-6 sobre
los tejidos mencionados. Es la via de sefializacion predominante en presencia de
niveles fisioldgicos de IL-6, ya que en condiciones fisiologicas los niveles de IL-6Rs
son muy bajos, por lo que la IL-6 tiende a unirse predominantemente al IL-6R.
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@ La via de la transenalizacion: mediada por la unién de la IL-6 a la version soluble
del IL-6R (IL-6Rs). Esta via funciona solamente cuando existen niveles suprafi-
sioldgicos de IL-6, como sucede durante el SLC y otras situaciones de inflama-
cion. Cuando se produce IL-6 a niveles suprafisioldgicos, esta comienza a unirse
predominantemente a su receptor soluble (IL-6Rs), el cual, a su vez, incrementa
sus niveles séricos en respuesta a situaciones de inflamacién (originado del cli-
vaje del IL-6R). Esto sucede porque el IL-6Rs se comporta como un reactante de
fase aguda, capaz de ser producido tanto por neutrdéfilos como por hepatocitos.
Una vez formado el complejo sérico IL-6/IL-6Rs, este puede unirse virtualmente a
cualquier tejido celular que presente en su superficie la gp130 (presente de forma
ubicua), y transmitir por el organismo sefiales intracelulares via transefalizacion
de forma generalizada.

Elincremento de los niveles de IL-6 actua entonces en numerosos tejidos, y cumple un
rol fundamental en gran parte de los efectos y toxicidades de la terapia CAR-T.

Por ejemplo, a nivel del sistema nervioso central, |a 1L-6 actUa a través de ambas
vias de sefalizacion’. Si bien el IL-6R y el complejo IL-6/IL-6R no pueden atravesar la
barrera hematoencefalica, la IL-6 libre si puede. Una vez dentro, la IL-6 puede ejercer
sus efectos por ambas vias, tanto directamente sobre la microglia gracias a sus IL-6R
como indirectamente por la via de la transefializacion sobre otras células (neuronas,
astrocitos) gracias a la produccion local de IL-6Rs por parte de la microglia. Estas vias
de sefalizacion participan en el desarrollo del denominado ICANS. Ademas, actua
Ccomo un pirégeno enddgeno a nivel del centro termorregulador hipotalamico, favore-
ciendo el desarrollo de fiebre (SLC).

A nivel del hepatocito, |a IL-6 actUa tanto por la via cldsica como por transefalizacion,
donde actua estimulando la produccién de reactantes de fase aguda (RFA). Entre
estos RFA se encuentra la proteina C reactiva (PCR), cuya funcion seria la de activar el
sistema de complemento (C1Q) en la superficie de algunas bacterias y células apop-
téticas. Ademas, la IL-6 estimula la ferritina a nivel intracelular, con el objetivo de redu-
cir los niveles séricos de hierro, elemento vital en eventuales infecciones bacterianas.
Sin embargo, la rapida y excesiva produccion de ferritina provoca su extravasacion a
la sangre, lo que conduce a la caracteristica hiperferritinemia. Dicha hiperferritinemia
puede alcanzar niveles desproporcionados, especialmente en SLC graves, donde los
pacientes pueden incluso cumplir con los criterios diagndsticos del denominado sin-
drome de activacion macrofagica (MAS).

A nivel de la inmunidad innata, 1a 1L-6 actua por ambas vias de sefializacion estimu-
lando tanto a neutréfilos como monocitos/macréfagos (ver mas adelante).
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A nivel del endotelio vascular, |1a IL-6 actta por la via de la transestimulacion estimu-
lando fendmenos de transmigracion, asi como favoreciendo las complicaciones deri-
vadas del incremento de la permeabilidad vascular (ver mas adelante).

IL-2

Citocina que actua de forma autocrina y paracrina como factor de crecimiento promoviendo
la diferenciacion a linfocitos T efectores y de memoria. Sin embargo, actua también sisté-
micamente como un pirdgeno enddgeno (centro termorregulador del hipotdlamo) produ-
ciendo fiebre, y es también responsable del desarrollo de sintomas pseudogripales (cefalea,
artralgias/mialgias y astenia). También actua incrementando la permeabilidad vascular, fa-
voreciendo la extravasacion de liquido a los tejidos, particularmente a nivel pulmonar.

IFN-y

Citocina con propiedades antivirales, inmunoregulatorias y antitumorales. Durante el
SLC actua esencialmente sobre el macrofago estimulando su actividad lisosémica y la
presentacion de antigenos, asi como el incremento de su adhesividad al endotelio. Di-
cha activacion provoca que el macréfago incremente la produccion de citocinas tales
como IL-6, TNF-a e IL-10%8, las cuales pueden exacerbar aun mas el SLC. Es respon-
sable también del desarrollo de sintomas pseudogripales. Es producida también por
linfocitos T CD8+ (células T efectoras).

TNF-a

Citocina con propiedades de pirdgeno enddgeno, es también responsable del desarrollo
de fiebre al actuar sobre el centro termorregulador del hipotalamo. Al promover la apop-
tosis e inhibir la tumorigénesis y replicacion viral, destaca por su rol en el caracteristico
desarrollo de caquexia que presentan algunos pacientes tratados con terapia CAR-T, inhi-
biendo también el apetito. Actua también a nivel macrofagico, estimulando la fagocitosis.

GM-CSF

El factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos es una citocina glicopro-
teica secretada por macroéfagos, linfocitos T, células NK, células endoteliales y fibro-
blastos. Actua sobre las células progenitoras hematopoyéticas estimulando la produc-
cion de granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos) y monocitos. También actia
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sobre los neutrofilos incrementando su capacidad de migracion, y sobre los macroéfa-
gos incrementando su produccion de radicales libres de oxigeno.

Macroéfago

Estimulado principalmente por el CAR-T CD4+ via IL-6 e IFN-y (Figura 1) que incrementan su
actividad lisosdmica y su capacidad de presentacion de antigenos, asi como su adhesividad al
endotelio. Dicha activacion produce que el macrdfago incremente su produccion de citocinas
talescomolalL-6,IL-1, TNF-a. e IL-10%8 las cuales exacerban aun mas el SLC. Este mecanismo
forma también parte fundamental del desarrollo del SLC. En los casos mas graves de SLC, la
hiperestimulacién macrofagica puede incluso llegar a ser tan intensa que el paciente puede
desarrollar un cuadro clinico que cumpla con los criterios diagnosticos de sindrome de activa-
cion macrofagica. Dicho cuadro se caracteriza por la elevacion de citocinas que, ademas de las
descritas previamente para el SLC, incluye IL-18,1L.-8,IP10, MCP1, MIG y MIPI-B, y suelen estar
relacionadas con un peor prondstico®. Es, por lo tanto, una manifestacion extrema del SLC.

Ademas de la produccién de las citocinas IL-6 y TNF-a, cuyos efectos han sido previa-
mente mencionados, la activacion macrofagica destaca por la intensa liberacion de IL-1.

IL-1

Citocina producida principalmente por macréfagos, monocitos, fibroblastos y células
dendriticas, asi como por microglia. Su receptor, el IL-1R, activa la sefalizacion via
MYD88 e IRAK4, y se encuentra presente principalmente en linfocitos T, células endo-
teliales, macrofagos, neutrdfilos y células progenitoras hematopoyéticas.

A nivel endotelial, |a 1L-1 actua como un DAMP (damage-associated molecular pattern)
aumentando la expresion de factores de adhesion celular, favoreciendo la transmigra-
cion de células inmunes tales como linfocitos y fagocitos. Aparte, es responsable de
causar vasodilatacion e hipotension.

A nivel del sistema nervioso, la IL-1 actua en el centro termorregulador hipotaldmico
incrementando la temperatura corporal (pirdgeno endégeno). Ademas, actua favore-
ciendo hiperalgesia.

A nivel del sistema inmune adaptativo, la IL-1 actUa estimulando la respuesta inmu-
ne en linfocitos T CD4 y CDS8, facilitando la expansion y activacion de Thil, Th2, Th17 y
linfocitos T CD8 granzima B+.
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A nivel del sistema inmune innato, la IL-1 actUa sobre los monocitos circulantes esti-
mulando su produccion de IL-6 e IL-1°, amplificando la respuesta inflamatoria. Ade-
mas, actua como un reclutador de neutrdfilos y macrofagos.

A nivel medular, 1a exposicion a IL-1 produce una respuesta de “emergencia”, llevando
a una afectacion de la estirpe mieloide y a la pérdida y dafo de células hematopoyéti-
cas, mecanismo que podria estar implicado en el desarrollo de citopenias en pacientes
sometidos a la terapia CAR-T.

Célula endotelial

El aumento suprafisioldgico de los niveles de IL-1 e IL-2 actuan directamente sobre
el endotelio como moléculas DAMP. Por otra parte, el aumento suprafisioldgico de los
niveles de IL-6 incrementa significativamente la via de transefalizacion IL-6/IL-6Rs
a nivel endotelial (Figura 1). A su vez, los efectos de la inflamacion a nivel endotelial
estimulan su propia produccién de IL-6, amplificando los niveles sistémicos del mismo.

La activacion del endotelio por estas vias produce un cambio en la expresion de qui-
miocinas hacia un perfil de atraccién de monocitos (MCP-1, MCP-2, CXCL5), al mis-
mo tiempo que se incrementa la expresion endotelial de moléculas de adhesion tales
como ICAM-1, VCAM-1 y e-selectina, incrementando de esta forma la transmigracion
leucocitaria (monocitos, linfocitos y neutrdfilos), incluyendo en este efecto la barrera
hematoencefalica.

Paralelamente, la via de transefalizacion también produce la redistribucion de la
VE-cadherina, lo cual produce aumento de la permeabilidad vascular'®, la hipoten-
sién, asi como la disfuncion cardiaca!'2. Segun la intensidad y la localizacion de estos
efectos sobre la permeabilidad vascular, esta podra manifestarse como hipotension
(endotelio sistémico), hipoxia (endotelio pulmonar) o incluso edema cerebral (endo-
telio del SNC)13.
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Factores de riesgo

de las principales
toxicidades mediadas
por c€lulas CAR-T

De forma conceptual, podria decirse que aquellos factores que favorezcan una mayor
activacion y expansion in vivo de las células CAR-T seran considerados como factores
predisponentes del SLC. Una mayor activacion y proliferacion CAR-T estara necesaria-
mente mediada por una mayor secrecion de citocinas. Cuanto mas intensa y abrupta
sea esta liberacion de citocinas mayor sera la probabilidad de que la curva de sus ni-
veles sistémicos supere el umbral de homeostasis; por lo tanto, mayor también sera la
probabilidad de pasar de un SLC subclinico a uno clinico, o de pasar de un SLC clinico
leve a uno grave. Por otro lado, cuanto mas moderada y paulatina sea esta liberacion
de citocinas, menor sera la probabilidad de que sus niveles sistémicos logren cruzar
este umbral.

Podemos distinguir ademas factores intrinsecos (o dependientes del paciente) y facto-
res extrinsecos (o dependientes del producto y el protocolo de tratamiento) (Tabla 2).

Tabla 2. Factores determinantes del desarrollo de SLC/ICANS

Intrinsecos Extrinsecos

- Inflamacion basal (tratamientos, EICR, - Tipo de producto celular
infecciones) - Dosis celular

- Carga tumoral - Fraccionamiento de dosis (SLC)

- Dinamica tumoral - Protocolos de inmunomodulacion

Respecto a los factores intrinsecos, un aspecto relevante es el nivel basal de infla-
macion que existe en el individuo. Existen multiples situaciones que pueden producir
una situacion proinflamatoria, haciendo que sea mas facil cruzar el umbral clinico que
desencadene un SLC.
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Factores tales como tratamientos antineoplasicos recientes que puedan mediar dafio
endotelial, pacientes sometidos a terapia como el trasplante de progenitores hematopo-
yéticos, autélogo o alogénico, episodios recientes de enfermedad del injerto contra re-
ceptor (EICR), o incluso cualquier proceso infeccioso reciente o en curso pueden afadir
un nivel basal de citocinas a las que se le sumaran las producidas por el propio CAR-T.

A su vez, estados proinflamatorios basales podrian exacerbar la actividad del CAR-T.
De aqui el peligro de administrar un CAR-T en situaciones de infeccion sistémica activa
0 situaciones de EICR activos. Por lo tanto, la cantidad de citocinas basales, concreta-
mente un ambiente proinflamatorio basal, podria aportar mayor estimulacion al CAR-T
por una via independiente a la estimulacion antigénica del CAR. Para evaluar este
factor intrinseco, la determinacion de los niveles basales de citocinas involucradas en
el SLC podria aportar informacién relevante como posible factor predictivo de riesgo
de SLC. Sin embargo, en la practica clinica habitual esto es frecuentemente de dificil
implementacion por motivos técnicos (gran variabilidad inter e intrapaciente, lentitud
de los resultados, etc.). Sin embargo, la determinacion de otros marcadores de infla-
macion inespecificos tales como los niveles de PCR, procalcitonina y ferritina pueden
servir como marcadores de inflamacion basal mas accesibles en la practica clinica
habitual.

Otro factor intrinseco que puede incrementar la intensidad de la expansion del CAR-T
es la cantidad de estimulo antigénico4. Esto incluye principalmente la denominada
“masa antigénica”, que abarca tanto la masa tumoral (p.€j. linfoblasto CD19+), como
las células sanas que puedan compartir la misma diana antigénica (p.ej. linfocito B
normal). Los tratamientos previos y su eficacia podrian modular la masa antigénica
(masa tumoral + aplasia de linfocitos B). Por lo tanto, a mayor masa tumoral, mayor
masa antigénica, y por lo tanto mayor riesgo de SLC. Finalmente, ademas de la masa
tumoral, factores como la dindmica tumoral observada en el momento de la infusién
del CAR-T podrian también tener un impacto en esta expansion por el mismo meca-
nismo. A mayor dinamica o velocidad de replicacion tumoral, mayor sera el estimulo
antigénico al que podria estar expuesto el CAR-T.

Respecto a los factores extrinsecos, un factor muy importante es el potencial biodi-
namico del producto celular utilizado. Si bien todos los productos CAR-T actualmente
aprobados por la FDA/EMA, y la gran mayoria de productos en fases avanzadas de
desarrollo comparten los mismos efectos de clase, estos pueden diferir en frecuencia
e intensidad (ver capitulo 1).

Dependiendo de la actividad biodinamica de estos productos, los efectos secunda-
rios pueden variar en frecuencia e intensidad. Dichos productos CAR-T difieren en
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numerosos aspectos de su disefo, asi como en su proceso de elaboracion. Si bien
la descripcion de todos estos factores excede el objetivo de este capitulo, es habi-
tual destacar uno de ellos: las moléculas coestimuladoras utilizadas en el constructo
CAR. Actualmente, los productos comercializados difieren en la utilizacién de 4-1BB
(tisagenlecleucel) o de CD28 (axicabtagene ciloleucel), ya que ambos comparten el
dominio de coestimulacion CD3z.

Otro factor extrinseco es la dosis de producto celular CAR-T a infundir, que viene de-
terminada por la dosis maxima tolerada determinada en los respectivos ensayos clini-
cos de fase I-II. Al igual que el resto de las terapias antitumorales, a mayor dosis mayor
efecto antitumoral. Sin embargo, también sera mayor la toxicidad.

Serd entonces el equilibrio entre la toxicidad y la eficacia lo que determine la dosis
celular en aquellos productos que se administren en dosis “fijas” ajustadas o no al peso
del paciente. Algunos ensayos clinicos académicos han puesto en practica una tercera
opcién para definir la dosis, que incluye el fraccionamiento!®> de una “dosis objetivo”
normalmente ajustadas al peso del paciente, administrando todo o parte en funcion
del desarrollo de sintomas relacionados al SLC. De esta forma se ajusta la dosis intra-
paciente de una forma mas funcional.

Finalmente, es de gran relevancia mencionar que el desarrollo e implementacion de
protocolos adecuados de inmunomodulacion impactan de forma drastica en la segu-
ridad de terapias celulares tales como la terapia CAR-T. No llevar a cabo protocolos
adecuados de control del SLC puede tener graves consecuencias incluso con produc-
tos seguros y aprobados.

La utilizacién oportuna de farmacos inmunomoduladores tales como tocilizumab (blo-
queador del receptor de la IL-6), corticosteroides tales como la metilprednisolona o la
dexametasona, y otros inmunomoduladores en estudio tales como siltuximab (blo-
queador directo de la IL-6) y anakinra (bloqueador del receptor de IL-1) forman parte
fundamental de la terapia CAR-T.
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Criterios diagnosticos
y estadiaje de

las principales
toxicidades mediadas
por c¢lulas CAR-T

Sindrome de liberacion de citocinas

Segun el CTCAE v5.0%, el sindrome de liberacidon de citocinas (SLC) es un “trastorno
caracterizado por fiebre, taquipnea, cefalea, taquicardia, hipotension, rash y/o hipoxia
causada por la liberacién de citocinas”. Para aquellos productos (tisagenlecleucel y
axicabtagene ciloleucel) e indicaciones (linfoma difuso de células grandes B [LDCGB],
linfoma folicular transformado [LFt] y linfoma primario mediastinico [LPM]) aprobadas
por la FDA/EMA, la mediana de inicio del SLC suele producirse entre los dias 2 y 3 pos-
teriores a la infusion del CAR-T, y tener una duracién media de 7 a 8 dias, dependiendo
del producto utilizado y la indicacion. Las manifestaciones principales del SLC incluyen
el desarrollo de fiebre, hipotension, hipoxia y taquicardia, pero puede estar también
asociado a coagulopatia y disfuncion organica, ya sea hepatica, renal o cardiaca, entre
otras (Figura 3)'".

72



CAPITULO 3
Complicaciones de la terapia celular CAR-T

Constitucional:

- Fiebre
- Escalofrios
- Malestar
- Fatiga
- Anorexia
- Artralgias
Neurolégico:
- Cefalea
- Cambios en el nivel de consciencia
- Delirio Cardiovascular:
- Afasia - Taquicardia
- Ataxia - Hipotension
- Alucinaciones - Arritmias
- Temblor - Disminucién de la fraccién de
- Dismetria eyeccion del ventriculo izquierdo
- Mioclonia - Incremento de troponinas

- Pardlisis de pares craneales - QT prolongado
- Convulsiones

Pulmonar:

- Taquipnea

- Hipoxia

Hepético:
- Transaminitis
- Hiperbilirrubinemia

Renal:

- Insuficiencia renal aguda
- Hiponatremia

- Hipokalemia

- Hipofosfatemia

- Sindrome de lisis tumoral

Hematolégico: Gastrointestinal:

- Anemia - Nauseas
- Trombocitopenia - Vomitos
- Neutropenia - Diarrea
- Neutropenia febril

- Linfopenia

- Aplasia de linfocitos B

- Aumento del tiempo de
protrombina

- Aumento del tiempo de
tromboplastina parcial activada

- Elevacion del D-dimero

- Hiperfibrinogenemia

- Coagulacién intravascular
diseminada

- Linfohistiocitosis hemofagocitica

Musculoesquelético:

- Mialgias

- Elevacion de la creatina cinasa
- Debilidad

Adaptada de Brudno et al (Blood. 2016)"".
Figura creada con Biorender.com

Figura 3. Toxicidades del SLC por sistema orgénico.

El desarrollo de cualquiera de estas alteraciones clinicas y analiticas sin otra causa que
las justifique podria ser diagndstico de SLC. Los criterios de diagndstico y gradacion
del SLC se detallan en la tabla 3, propuesta por la American Society for Transplantation
and Cellular Therapy (ASTCT)8.
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Tabla 3. Consenso de gradacion del SLC del ASTCT

Pardmetro  Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
de SLC
Fiebre* Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
>38°C > 38°C > 38°C > 38 °C
con
Hipotensién No Sin requerimiento  Con requerimiento  Con requerimiento
de vasopresores de 1 vasopresor de multiples
con o sin vasopresores
vasopresina (excluyendo la
vasopresina)
ylot
Hipoxia No Con requerimiento  Con reguerimiento  Con requerimiento
de bajo+ aporte de  de alto+ aporte de  de presion
oxigeno por canula  oxigeno por canula  positiva (CPAP,
nasal nasal, mascarilla BiPAP, intubacion,
Venturi o similares  ventilacion
mecanica)

Las toxicidades orgdnicas asociadas al SLC podrdn ser graduadas segun el CTCAE v5.0 pero no influencian
esta graduacion del SLC.

*La fiebre se define como temperatura > 38 °C no atribuible a otra causa. En pacientes con SLC que han reci-
bido tratamiento antipirético o anticitocinas tal como el tocilizumab o esteroides, la fiebre deja de ser requerida
para la gradacion subsecuente de la gravedad del SLC. En estos casos, la gravedad del SLC viene determinada
por la hipotension y/o hipoxia. TEI grado de SLC estd determinado por el evento de mayor gravedad: la hipo-
tension o hipoxia no atribuibles a otra causa. Por ejemplo, un paciente con temperatura de 39,5 °C, hipotension
que requiere de 1 vasopresor, e hipoxia que requiere de aporte bajo de oxigeno es clasificado como un SLC
grado 3. +Aporte de oxigeno de bajo flujo viene definido como un aporte de oxigeno <6 L/minuto. Aporte de
oxigeno de alto flujo viene definido como un aporte de oxigeno >6 L/minuto.

Adaptada de Lee et al*®.

@ SLC grado 1: definido como la presencia de fiebre (> 38 °C) con o sin sintomas cons-
titucionales (mialgia, artralgia, malestar).

© SLC grado 2 definido como la presencia de fiebre (> 38 °C) con hipotension que no
requiere de vasopresores y/o hipoxia que requiera del aporte de oxigeno a bajo flujo
(26 L/minuto). Es importante mencionar que, a partir de este grado, debido al uso
de antipiréticos, terapia anti-citocinas y corticosteroides, la fiebre podria no siempre
estar presente junto con la hipotension o hipoxia, ya que la fiebre suele ser la pri-
mera manifestacion clinica en responder, mientras que la hipotension y la hipoxia
suelen demorarse mas en el tiempo.

© SLC grado 3: definido como la presencia de fiebre (238 °C) con hipotension que
requiere del uso de 1 vasopresor y/o hipoxia que requiere del aporte de oxigeno a
alto flujo (26 L/minuto).
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© SLC grado 4: definido como la presencia de fiebre (> 38 °C) con hipotensidon que
requiere del uso de multiples vasopresores y/o hipoxia que requiere del aporte de
oxigeno a alto flujo (26 L/minuto) con presiéon positiva (CPAP, intubacion, ventila-
cién mecanica).

@ SLC grado 5: definido como muerte atribuida al SLC.

Sindrome de neurotoxicidad asociada a células
inmunes efectoras

El inicio del sindrome de neurotoxicidad asociada a células inmunes efectoras (ICANS)
ocurre habitualmente durante o poco después de la resolucion del SLC. Sin embargo,
también puede ocurrir incluso en pacientes que no han llegado a desarrollar un SLC
clinico. Para aquellos productos (tisagenlecleucel y axicabtagene ciloleucel) e indica-
ciones (LDCGB, LFt y LPM) aprobadas por la FDA/EMA, la mediana de inicio del ICANS
esta entre los dias 4 y 6 posteriores a la infusion del CAR-T, y tener una duracion media
de 7 a 17 dias, dependiendo del producto utilizado y la indicacion.

Si bien las manifestaciones clinicas del ICANS pueden ser muy diversas, podria decirse
que suele presentarse con un conjunto caracteristico de sintomas. Excluyendo la ce-
falea, la cual suele atribuirse al espectro de sintomas correspondientes al SLC, tipica-
mente suele comenzar a manifestarse con tembilor, disgrafia, alteracion de la atencion,
afasia de expresion, apraxia y letargo. Dicha sintomatologia, cuando es leve, puede
fluctuar de intensidad e incluso desaparecer y reaparecer dias después de la resolu-
cion del SLC. Sin embargo, cuando es grave, puede presentarse incluso con episodios
de convulsiones y coma, llegando incluso al edema cerebral (Tabla 4)18.

El diagnostico de ICANS podra realizarse ante la presencia de cualquier alteracion
neuroldgica previamente mencionada, siempre y cuando no haya otra causa que pue-
da justificarla. Respecto al estadiaje del ICANS, si bien los estudios iniciales en tera-
pias CAR-T utilizaron los criterios del CTCAE para la gradacion de la neurotoxicidad,
posteriormente se han desarrollado sistemas de gradacion mas refinados que son
los utilizados actualmente para evaluar la encefalopatia: el CARTOX-10 y mas recien-
temente, el ICE (encefalopatia asociada a células inmunes efectoras) (Tabla 5)'8. Por
otra parte, para facilitar la gradacion de encefalopatia en pacientes menores de 12
anos se recomienda la escala de valoracién de delirio pediatrico de Cornell (CAPD)
(Tabla 6)'°=°.
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Tabla 4. Reacciones adversas neurolégicas y psiquiatricas reportadas con productos

CAR-T aprobados

Tisagenlecleucel (Kymriah)

Encefalopatia: incluye trastorno cognitivo,
estado confusional, disminucion del nivel de
consciencia, alteracion de la atencion, letargia,
somnolencia y automatismos.

Delirium: incluye, agitacion, alucinaciones,
alucinaciones visuales, irritabilidad, inquietud

Cefalea: incluye migrafia
Ansiedad

Trastornos del sueio: incluye trastorno del
sueno, iNsomnio, pesadillas

Adaptada de Lee et al’®.

Axicabtagene ciloleucel (Yescarta)

Encefalopatia: incluye trastorno cognitivo,
estado confusional, disminucion del nivel

de consciencia, alteracion de la atencion,
hipersomnia, leucoencefalopatia, alteracion
de la memoria, cambios en el estatus mental,
paranoia, somnolencia, estupor.

Delirium: incluye agitacion, desorientacion,
alucinaciones, hiperactividad, irritabilidad,
inquietud

Cefalea

Mareo: incluye presincope, sincope
Afasia: incluye disfasia

Disfuncién motora: incluye espasmos
musculares, debilidad muscular.

Temblor
Ataxia
Convulsiones
Discalculia
Mioclonias

Tabla 5. Herramientas de evaluacién de la encefalopatia para la gradacién del ICANS

CARTOX-10

Orientacidn: al afno, mes, ciudad, hospital,
presidente/primer ministro del pais de
residencia: 5 puntos

Nominacién: habilidad de nombrar 3 objetos
(p.€j. sefalar un reloj, boligrafo, boton): 3
puntos

Escritura: habilidad de escribir una oracion
estandar (p.ej. “nuestra ave nacional es
aguila”): 1 punto

Atencidn: habilidad de contar cuenta atras de
100 restando de a 10: 1 punto

ICE

Orientacién: al afno, mes, ciudad, hospital: 4
puntos

Nominacién: habilidad de nombrar 3 objetos
(p.gj. senalar un reloj, boligrafo, botén): 3
puntos

Seguir érdenes: habilidad de seguir érdenes
simples (p.ej. “muéstrame 2 dedos’ o “cierra
tus ojos y saca la lengua’): 1 punto

Escritura: habilidad de escribir una oracion
estandar (p.ej. “nuestra ave nacional es
aguila”): 1 punto

Atencién: habilidad de contar cuenta atras de
100 restando de a 10: 1 punto

El CARTOX-10 ha sido actualizado al ICE. La escala ICE ariade evaluaciones de la capacidad de seguir drdenes.
Puntuacion: 10, sin alteracion; 7-9, ICANS grado 1; 3-6, ICANS grado 2; 0-2, ICANS grado 3; O debido a pacien-
te incapaz de despertar o incapaz de realizar la evaluacion ICE, ICANS grado 4.

Adaptada de Lee et al’®.
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Tabla 6. Valoracién de encefalopatia en nifios menores de 12 afios (CAPD)

Responda a lo siguiente basandose en interacciones con el nifio a lo largo del turno médico

Nunca, Raramente, A veces, A menudo, Siempre,
4 3 2 1 0

1. {El nifo realiza contacto
visual con el cuidador?

2. {Las acciones del nifio
tienen un proposito?

3. LEl nino es consciente de
su entorno?

4. LEl nino comunica
necesidades y deseos?

Nunca, Raramente, A veces, A menudo, Siempre,
4 3 2 1 0

5. ¢El nino esta inquieto?

6. LEl nifo esta
inconsolable?

7. (Esta el nino poco
activo? ¢Muy poco
movimiento mientras esta
despierto?

8. ¢Tarda el nino mucho
tiempo en responder a las
interacciones?

Para pacientes de entre 1-2 arios, las siguientes preguntas sirven como guias para las preguntas correspon-
dientes: 1. Mantiene la mirada, prefiere al padre primario, mira a quien habla. 2. Coge y manipula objetos,
intenta cambiar de posicion, si tiene movilidad puede intentar levantarse. 3. Prefiere al padre primario, molesto
cuando estd separado de los cuidadores preferidos. Consolado por objetos familiares (p.ej, mantas o animales
de peluche). 4. Usa palabras o signos simples. 5. Sin estado de calma sostenido. 6. No se calma con las acciones
reconfortantes habituales, por ejiemplo, cantar, abrazar, hablar y leer. 7. Poco o ningun juego, esfuerzos para
sentarse, levantarse o movilizarse. 8. No sigue instrucciones simples. Si ya sabe hablar, no participa en didlogos
simples con palabras o jerga.

Adaptada de Lee et al*®.

Sin embargo, dichas escalas evaluan la encefalopatia, pero no incluyen la evaluacion
de otros items de relevancia tales como el nivel de consciencia, sintomas motores,
convulsion, signos de elevacion de la presion endocraneana/edema cerebral. Para una
gradacion completa del ICANS en pacientes mayores y menores a 12 afos se reco-
mienda entonces la utilizacion de las escalas de consenso propuestas por la ASTCT
(Tablas 7 y 8)'¢ que si incluye todos estos aspectos mencionados.
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Tabla 7. Gradacion de consenso de ICANS del ASTCT (adultos)

Dominio de Grado 1 Grado2 Grado3 Grado 4
neurotoxicidad
Puntuacién ICE* 7-9 3-6 0-2 0 (paciente incapaz de
despertar e incapaz de
realizar el ICE)
Nivel de Despierta Despierta  Despierta Paciente incapaz de
consciencia espontaneamente  antela solo ante el despertar o requiere
disminuidot \VeY4 estimulo tactil  un estimulo vigoroso
0 repetitivo para
despertar. Estupor o
coma
Convulsién N/A N/A Cualquier Convulsion prolongada
convulsion potencialmente
clinica focalo  mortal (>5 min); o
generalizada convulsiones clinicas o
que resuelva subclinicas repetitivas sin
rapidamente recuperacion al estado
o convulsiones  basal entre episodios
subclinicas en
el EEG que
resuelven con
intervencion
Hallazgos N/A N/A N/A Debilidad motora
motores* focal profunda tal
como hemiparesia o
paraparesia
Elevacion de N/A N/A Edema focal/  Edema cerebral difuso
la PIC/edema local en en neuroimagen;
cerebral neuroimagen§ postura de

descerebracion o
decorticacion; o paralisis
de nervio craneal IV; o
papiledema; o triada de
Cushing

El grado del ICANS estd determinado por el evento mds grave (puntuacion ICE, nivel de consciencia, convul-
sion, hallazgo motor, elevacion de la PIC/edema cerebral) no atribuible a ninguna otra causa; por ejemplo, un
paciente con puntuacion de ICE de 3 que tiene una convulsion generalizada es clasificado como ICANS grado
3. N/A indlica no aplicable. *Un paciente con puntuacion ICE de O podria ser clasificado como ICANS grado 3 si
estd despierto con afasia global, pero un paciente con puntuacion ICE de O podria ser clasificado como ICANS
grado 4 si es incapaz de despertarse. TNivel de consciencia disminuido no atribuible a otra causa (p.€j. sin me-
dicacion sedante). £L.os temblores y mioclonias asociadas a terapias con células inmunes efectoras podrdn ser
graduadas segun el CTCAE v5.0, pero no influencian la graduacion del ICANS. §La hemorragia intracraneal con
0 sin edema asociado no se considera una caracteristica de neurotoxicidad y es excluida de la graduacion del
ICANS. Podrd ser graduada segun el CTCAE v5.0.

Adaptada de Lee et al*®.
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Tabla 8. Consenso de graduacién del ICANS para nifios del ASTCT

Dominio de Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
neurotoxicidad
Puntuacién ICE  7-9 3-6 0-2 0 (paciente incapaz de
para nifios 2 12 despertar e incapaz de
anos* realizar el ICE)
Puntuacién 1-8 1-8 >9 Incapaz de realizar
CAPD para CAPD
nifos < 12 afnos
Nivel de Despierta Despierta Despierta Paciente incapaz de
consciencia espontaneamente  antelavoz  solo ante el despertar o requiere
disminuidot estimulo tactil  un estimulo vigoroso
0 repetitivo para
despertar. Estupor o
coma
Convulsion N/A N/A Cualquier Convulsion prolongada
convulsion potencialmente
clinica focal o mortal (>5 min); o
generalizada convulsiones clinicas o
que resuelva subclinicas repetitivas
rapidamente sin recuperacion al
0 convulsiones estado basal entre
subclinicasen  episodios
el EEG que
resuelven con
intervencion
Debilidad N/A N/A N/A Debilidad motora
motora+ focal profunda tal
como hemiparesia o
paraparesia
Elevacion de N/A N/A Edema focal/  Edema cerebral difuso

la PIC/edema
cerebral

local en
neuroimagens

en neuroimagen;
postura de
descerebracion o
decorticacion; o
paralisis de nervio
craneal IV; o
papiledema; o triada
de Cushing

El grado del ICANS estd determinado por el evento mds grave (puntuacion ICE o CAPD, nivel de consciencia,
convulsion, hallazgo motor, elevacion de la PIC/edema cerebral) no atribuible a ninguna otra causa. La pun-
tuacion basal CAPD deberia ser considerada antes de atribuir los hallazgos al ICANS. N/A indica no aplicable.
*Un paciente con puntuacion ICE de O podiria ser clasificado como ICANS grado 3 si estd despierto con afasia
global, pero un paciente con puntuacion ICE de O podria ser clasificado como ICANS grado 4 si es que es in-
capaz de despertar. TNivel de consciencia disminuido no atribuible a otra causa (p.ej. sin medicacion sedante).
+Los temblores y mioclonias asociadas a terapias con células inmunes efectoras podrdn ser graduadas segun
el CTCAE v5.0, pero no influyen en la graduacion del ICANS. §La hemorragia intracraneal con o sin edema
asociado no se considera una caracteristica de neurotoxicidad y es excluida de la graduacion del ICANS. Podrd
ser graduada segun el CTCAE v5.0.

Adaptada de Lee et al’®.
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ICANS grado 1: definido como una puntuacion de 7 a 9 en la escala ICE. Pacientes
en este estadio suelen presentar cierta desorientacion temporo-espacial, alteracion
en la escritura y somnolencia.

ICANS grado 2: definido como una puntuacion de 3 a 6 en la escala ICE. Pacientes
en este estadio suelen presentar afasia de expresion, apraxias, anomias y proble-
mas de concentracion.

ICANS grado 3: definido como una puntuacion de O a 2 en la escala ICE. Pacientes
en este estadio suelen presentar una afasia global grave y son incapaces de hablar
0 seguir 6rdenes. Cualquier episodio convulsivo clinico, sea simple, parcial o generali-
zado, o cualquier episodio convulsivo subclinico (electrocardiografico) por si solos ya
cumplen con el criterio de ser un ICANS grado 3. La deteccion de la nueva aparicion
focal de edema también es criterio de grado 3.

ICANS grado 4: definido como una puntuacion de O en la escala ICE. Pacientes en
este estadio suelen presentar estupor y coma, incluso llegando a precisar intuba-
cion para proteccion de las vias aéreas. Independientemente de esto, episodios
prolongados o repetitivos de convulsiones clinicas o subclinicas (electrograficos)
sin retorno a la normalidad entre episodios, o déficits focales motores profundos
(hemiparesia o paraparesia) son considerados grado 4. Finalmente, pacientes con
sintomas y signos de presidon endocraneal elevada (cefalea con vomitos en proyec-
til, paralisis de nervios craneales, papiledema, disminucion de consciencia, triada
de Cushing, postura de descerebracion o decorticacion y edema cerebral difuso en
neuroimagen) son considerados grado 4.

ICANS grado 5: definido como muerte atribuida al ICANS.
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Manejo clinico

de las principales
toxicidades mediadas
por c€lulas CAR-T

Para el control del SLC y del ICANS existen numerosas guias terapéuticas. Sin em-
bargo, todas ellas comparten el uso de tocilizumab y corticosteroides como farmacos
esenciales para el control de dichas complicaciones. Son, de hecho, los Unicos farma-
cos aprobados actualmente por la FDA/EMA para el tratamiento de estas complicacio-
nes, por lo que su uso previo es obligatorio antes de considerar la utilizacion de otros
farmacos inmunomoduladores. A continuacion, mencionamos las recomendaciones
realizada de forma conjunta por la EBMT y el JACIE?.

Manejo del sindrome de liberacion de citocinas (Figura 4)

Una vez instaurado el SLC grado 1, las recomendaciones apuntan a procurar des-
cartar un posible origen infeccioso mediante la realizacion de cultivos y mediante la
instauracion de tratamiento antimicrobiano empirico, ademas del inicio de tratamiento
sintomatico de la fiebre.

Una vez avanzado hacia un SLC grado 2 o, en su defecto, en pacientes con SLC grado 1
persistente durante al menos 3 dias, se recomienda el inicio del tratamiento especifico
anticitocinas. Actualmente, la primera linea de tratamiento consiste en la administra-
cion de tocilizumab hasta un maximo de 4 dosis consecutivas.

Tocilizumab

Anticuerpo monoclonal humanizado frente al receptor de IL-6. Es capaz de bloquear
con la misma afinidad tanto al IL-6R como al IL-6Rs, lo que implica una disminucion
de la sefializaciéon de la IL-6 por ambas vias (cldsica y transactivacion), por lo que es
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capaz de reducir la activacion inmune y la inflamacion?2. Sin embargo, tiene muy es-
casa capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, a diferencia de la IL-6 que
si puede atravesarla. Es por lo tanto capaz de bloquear la respuesta inflamatoria fuera
del sistema nervioso, pero es incapaz de hacerlo dentro. Aprobado por la FDA/EMA,
ha demostrado ser eficaz para controlar el SLC aparentemente sin afectar de forma
significativa la expansion del CAR-T23.

En casos de pacientes que se muestren refractarios al tocilizumab (incluso antes de
haber completado la administracion de las 4 dosis maximas), se podra iniciar trata-
miento de segunda linea con corticosteroides.

Corticosteroides

La utilizacion de corticoides sistémicos ha demostrado ser eficaz en el control del SLC
debido a sus potentes y bien conocidas propiedades antiinflamatorias. Su uso esta
actualmente restringido a casos de SLC refractarios al tocilizumab. Si bien inicialmente
se temia que su uso podria disminuir la eficacia de la terapia CAR-T, estudios recientes
sugieren que su uso, incluso siendo prolongado (mayor de 7 dias), no parecen afectar
significativamente la eficacia de la terapia CAR-T?42%, Estos hallazgos han llevado a la
realizacion de nuevos ensayos clinicos donde se adelanta su administracion a fases
mas precoces e incluso profilacticos?”28.

Una vez iniciado el tratamiento con corticosteroides, se podra escalar su dosis en fun-
cion de la respuesta obtenida incluso hasta llegar a dosis equivalentes a metilpredni-
solona 1.000 mg/d EV para SLC grado 4. Paralelamente, una vez agotado el uso del
tocilizumab, y en caso de que el paciente persista con un SLC activo e incontrolado
a pesar del tratamiento, se podra considerar el uso de otros inmunomoduladores sin
evidencia de eficacia en SLC, pero que tedricamente podrian ser Utiles: siltuximab,
anakinra y dasatinib.

Siltuximab

Anticuerpo monoclonal (humano-murino) capaz de bloquear directamente la IL-6. Im-
pide la unién de la IL-6 tanto sobre los receptores solubles (IL-6Rs) como a los recep-
tores de membrana de la IL-6 (IL-6R), inhibiendo asi la sefializacién de IL-6 por am-
bas vias (clasica y transactivacion). Si bien actualmente se encuentra aprobado (FDA/
EMA) para el tratamiento de la enfermedad de Castleman multicéntrica (ECM) VIH y
VHH8 negativos, todavia no cuenta con la aprobacion para su uso en el SLC. Debido a
que es capaz de bloquear directamente a la IL-6, se cree que su uso podria tener una
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ventaja tedrica sobre el tocilizumab para la prevencion y tratamiento del ICANS. Esto
sucede ya que al secuestrar directamente la IL-6 impide el caracteristico incremento
transitorio en los niveles de IL-6 séricos que suele observarse tras la administracion de
tocilizumab, disminuyendo de esta forma la exposicion del SNC a dicho incremento.
Ademas, al tratarse de una molécula con un tamafo molecular menor que el del tocili-
zumab se cree que podria ser capaz de cruzar la barrera hematoencefalica con mayor
facilidad, aunque esto no esta demostrado. Sin embargo, su eficacia para el control de
ambas complicaciones (SLC e ICANS) no ha sido demostrada en ensayos clinicos. Si
bien la dosis recomendada de siltuximab es de 11 mg/kg en la ECM, para su uso en
SLC no existe un consenso claro que defina la dosis adecuada de administracion. Su
uso actualmente esta limitado a pacientes con SLC refractarios a tocilizumab y corti-
costeroides®.

Anakinra

Inhibe la actividad biolégica de laIL-1 (IL-1a y IL-1B) mediante el bloqueo del receptor
humano de la IL-1 (IL-1R). Si bien actualmente se encuentra aprobado (FDA/EMA)
para el tratamiento de pacientes con artritis reumatoide, sindromes periddicos aso-
ciados a criopirina (CAPS) y enfermedad de Still, todavia no cuenta con la aprobacion
para su uso en el SLC. Aunque se cree que la IL-1 cumple un papel fundamental en
el desarrollo del SLC y del ICANS, y que, por lo tanto, tedricamente es un farmaco que
podria ser utilizado para el tratamiento de los mismos*°, su eficacia para el control de
ambas complicaciones no ha sido demostrada en ensayos clinicos.

Dasatinib

Inhibidor de tirosina cinasa aprobado para el tratamiento de la leucemia mieloide cro-
nica. Diversos estudios han mostrado que es un farmaco capaz de inhibir la activacion
de linfocitos T mediante la inhibicion de las cinasas de sefalizacion Src, Fyn y L¢3t Si
bien esto se ha demostrado a nivel preclinico3?, faltan datos que confirmen su eficacia
en pacientes con SLC.
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Si
d

Después de hemocultivos y otros tests de infeccion, comienza antibiéticos de amplio espectro y medidas sintomaticas (antipiréticos, fluidos...)
Los corticosteroides estan contraindicados en la ausencia de complicaciones de riesgo vital

posible causa Repetir TOCILIZUMAB EV 8 mg/kg (maximo = 800 mg)*

*En nifios de peso inferior a 30 kg, la dosis de TOCILIZUMAB es de 12 mg/kg.

Adaptada de Yakoub-Agha et aP'.

SLC SLC SLC SsLC
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Temperatura > 38°C Temperatura > 38°C Temperatura > 38°C Temperatura > 38°C
y y y y
Sin hipotension Hipotension que no requiere Hipotension que requiere Hipotension que requiere
y vasopresores vasopresores multiples vasopresores
(excluyendo la vasopresina)
Sin hipoxia vlo vlo /®
Hipoxia con bajo requerimiento Hipoxia con alto requerimiento v
de aporte de 02 <6L/minuto de aporte de O2 26L/minuto Hipoxia con requerimiento de

presion positiva (CPAP, BiPAP,
intubacion, ventilacion mecanica)

Iniciar el tratamiento especifico del SLC (fuera de ensayos clinicos)

TOCILIZUMAB EV 8 mg/kg (maximo = 800 mg)*

Si deterioro I
DEXAMETASONA EV
10 mg/6h 1-3 dias
Si deteri DEXAMETASONA EV
| deterioro 20 mg/6h por 3 dias, retirada

progresiva durante 3-7 dias

Si no hay mejoria en +8 horas

no hay mejoria en 3

s en ausencia de otra

Si no hay mejoria o persisten los sintomas

\J

Considerar TOCILIZUMAB EV @ Repetir TOCILIZUMAB @ Repetir TOCILIZUMAB © Repetir TOCILIZUMAB
8 mag/kg (méximo 2 dosis adicionales) (maximo 2 dosis adicionales) (maximo 2 dosis adicionales)
(maximo = 800 mg)* 0 cambiar a SILTUXIMAB EV 0 cambiar a SILTUXIMAB EV 0 cambiar a SILTUXIMAB EV
11 mg/kg % 1/d 11 mg/kg x 1/d 11 mg/kg x 1/d
© Considerar DEXAMETASONA @ Considerar DEXAMETASONA © METILPREDNISOLONA EV
EV 10 mg/6h por 1-3 dias EV 20 mg/6h por 1-3 dias 1.000 mg/24h por
3 dias, luego

250 mg/12h por 2 dias,
125 mg/12h por 2 dias,
60 mg/12h por 2 dias

Figura 4. Manejo del sindrome de liberacién de citocinas (SLC).

Manejo del sindrome de neurotoxicidad asociada a
células inmunes efectoras (rigura 5)
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Una vez instaurado el ICANS grado 1, las recomendaciones plantean descartar otro
posible origen mediante la realizacion de resonancia magnética cerebral, electroen-
cefalograma y puncién lumbar diagndstica. Sin embargo, actualmente no se reco-
mienda como practica habitual el inicio del tratamiento especifico con corticosteroi-

des en estadios tan precoces.
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ICANS
Grado 1

© Disminucién del nivel de
consciencia (despierta
espontaneamente)

@ Puntuacion ICE (2 12 afios)
=7-9 0 CAPD (< 12 anos)
=1-8

© Realizar un EEG en 1° lugar

@ Realizar una RNM y puncién
lumbar segun indicacion
clinica (diagnéstico
diferencial)

© Monitorizacion cercana

ICANS
Grado 2

© Disminucion del nivel de
consciencia (despierta
espontaneamente)

@ Puntuacion ICE (2 12 afios)
=7-9 0 CAPD (< 12 afos)
=1-8

ICANS
Grado 3

© Nivel de consciencia muy
alterado (despierta solo al
estimulo tactil)

© Cualquier convulsion clinica
focal o generalizada que
resuelve rapidamente o
convulsiones subclinicas en el
EEG que resuelven mediante
intervencion

© Edema focal/local en
neuroimagen

© Puntuacion ICE (> 12 afos)
=0-2 0 CAPD (< 12 afos) > 8

ICANS
Grado 4

© Paciente no despierta o
requiere de un estimulo
vigoroso o repetitivo para
despertar. Estupor o coma

© Convulsion prolongada de
riesgo vital (> 5 minutos);
0 convulsiones clinicas o
subclinicas repetitivas sin
normalizacion entre crisis

© Debilidad motora focal profunda
tal como la hemiparesia o
paraparesia; edema cerebral
difuso en neuroimagen; o
postura de descerebracién o
decorticacion; o pardlisis del VI
par craneal; 0 papiledema o
triada de Cushing

© Puntuacion ICE o CAPD no
posibles

Medidas sintomaticas: elevar cabecera 30°, suspender nutricién oral, reemplazar farmacos orales por EV

Iniciar el tratamiento especifico del ICANS (fuera de ensayos clinicos)

© Realizar EEG diario, fondo de ojo, RMN y después puncion lumbar en ausencia de contraindicaciones

@ Transferir a la UCI
|

@ Si convulsion (clinica o en EEG): CLONAZEPAM EV 1 mg (0,015 mg/kg hasta 1 mg), e introducir
levetiracetam 500 mg c/12h (dosis pediatrica de 30 mg/kg ¢/12h, méximo 3 g diarios)

@ Si la convulsion persiste o recurre repetir clonazepam; de lo contrario tratar como estatus epiléptico

.

@ si edema papilar: considerar ACETAZOLAMIDA EV 1.000 mg, luego

250-1.000 c/12h (5 mg/kg/12h)

Si asociado con SLC grado 21 (fiebre): TOCILIZUMAB EV 8 mg/kg (m&ximo 800 mg), ver manejo del SLC
e

© si edema cerebral: considerar
terapia hiperosmolar

DEXAMETASONA EV
10 mg/6h 1-3 dias

© Monitorizar EEG hasta resolucion: si convulsion (p.ej. ICANS grado 2)

Si ICANS sin SLC (afebril): considerar terapia corticosteroidea

DEXAMETASONA EV
20 mg/6h 1-3 dias

© METILPREDNISOLONA EV
1.000 mg/24h por 3 dias,
luego 250 mg/12h por 2 dias,
125 mg/12h por 2 dias,
60 mg/12h por 2 dias

© Considerar otras alternativas:
altas dosis de ciclofosfamida,
anti IL-1R (anakinra), anti IL-6
(siltuximab)

@ Fondo de ojo diario hasta resolucion: si edema papilar (p.ej. ICANS grado 3)

@ Reevaluar RMN y puncién lumbar segun evolucion

Adaptada de Yakoub-Agha et aP'.

Figura 5. Manejo del sindrome de neurotoxicidad asociada a células inmunes efectoras (ICANS).

@ En caso de que el ICANS avance hacia un grado 2, se recomienda el inicio del tra-
tamiento especifico antiinflamatorio mediante la administracion de corticosteroides,
partiendo de dosis equivalentes a dexametasona 10 mg/6h EV, que se podra es-
calar en funcion de la respuesta obtenida incluso hasta dosis equivalentes a metil-
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prednisolona 1.000 mg/d EV para ICANS grado 4, para luego desescalar progresi-
vamente en funcion de la respuesta obtenida.

@ En casos de refractariedad incluso a las dosis maximas de corticosteroides, se podra

considerar la utilizaciéon de los farmacos inmunomoduladores anakinra y siltuximab,

previamente mencionados.

Conclusiones

© El desarrollo de nuevas y complejas terapias tales como la terapia CAR-T

traen consigo una variedad de nuevas complicaciones potencialmente fatales
tales como el SLC y el ICANS.

El éxito de la terapia celular CAR-T depende en gran medida de que la comu-
nidad médica aprenda a controlar sus toxicidades, y sea capaz de desarrollar
nuevos protocolos y nuevos farmacos capaces de optimizar nuestra capaci-
dad de modulacion de la respuesta inmunitaria.

Para esto es crucial un mayor entendimiento en las bases fisiopatoldgicas que
gobiernan a estas complicaciones con el fin de optimizar su abordaje de una
forma racional.

Actualmente existe cierto consenso a nivel mundial sobre los protocolos de
manejo del SLC/ICANS. Sin embargo, debido al rapido avance en la realizacion
de nuevos ensayos clinicos que buscan optimizar estos protocolos, las guias
actuales estan sujetas a ser revisadas de forma continua.

Cuestiones tales como el tipo de farmaco, la dosis y el momento éptimos, asi
como su posible impacto sobre la eficacia de la terapia CAR-T, son cuestiones
que estan lejos de estar claramente definidas.
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Introduccion

La terapia CAR esta protagonizando una nueva era en el campo de la inmunotera-
pia y, en concreto, en la hematologia actual. El notable éxito de las células CAR-T en
pacientes con ciertos subtipos de leucemia o linfoma de células B, con una eficacia
prometedora también observada en pacientes con mieloma multiple, ha demostrado
la actividad terapéutica de estas células CAR-T. Sin embargo, el aumento del nimero
de pacientes tratados con esta terapia y la recaida de la enfermedad estan mostrando
las actuales limitaciones de esta modalidad terapéutica. En concreto, dichas limitacio-
nes son las toxicidades relacionadas con el tratamiento, el escape inmunoldgico por
pérdida de expresion del antigeno tumoral, el bloqueo de la eficacia por presencia de
antigeno soluble, asi como la activacion y persistencia in vivo subdptima de las células
CAR-T. La optimizacién de los disefios convencionales de las células CAR-T es nece-
saria para abordar estas limitaciones y expandir el uso de estas células genéticamente
modificas a una gama mas amplia de tumores malignos.
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Descripcion técnica
delos CAR-T

Recientemente, la terapia adoptiva de células T (ACT, por sus siglas en inglés) es un
enfoque inmunoterapéutico eficaz para el tratamiento del cancer que se basa en la
infusion de células T especificas de tumor en el pacientet. Un avance significativo en el
campo de la ACT es la capacidad de conferir a las células T especificidad por antigenos
tumorales o moléculas de superficie de células tumorales mediante la introduccion de
genes que codifican receptores sintéticos de antigeno quiméricos (CAR, por sus siglas en
inglés)2. En la era de la medicina personalizada, las células T o subconjuntos de células
T pueden aislarse de la sangre del paciente y modificarse genéticamente para expresar
un transgén que codifica un CAR dirigido frente a tumor. Las células T genéticamente
modificadas se expanden in vitroy, si es necesario, se enriquecen antes de la infusion al
paciente. Al mismo tiempo, se puede administrar al paciente una quimiorradioterapia de
acondicionamiento para eliminar los linfocitos endégenos antes de la infusion de células
CAR-T con el fin de mejorar la persistencia de dichas células infundidas.

En concreto, los CAR son receptores sintéticos que vinculan la especificidad de antige-
no de un anticuerpo monoclonal (mADb, por sus siglas en inglés) con las capacidades
citotdxicas y proliferativas de las células T* (Figura 1). De modo que, los CAR estan
compuestos por diversos dominios con funciones especificas (Tabla 1):

@ Un dominio extracelular de reconocimiento derivado del fragmento variable de ca-
dena sencilla (scFv, por sus siglas en inglés) de un anticuerpo monoclonal, que re-
conoce y se une al antigeno tumoral.

@ Un dominio espaciador extracelular (en inglés, spacer), el cual proporciona flexibili-
dady alcance para la union al antigeno.

@ Un dominio transmembrana (TM, por sus siglas en inglés), el cual une el dominio
extracelular a un médulo de senalizacidn/activacion intracelular.

@ Un dominio de sefalizacion intracelular, compuesto mas cominmente por la cade-
na CD3t derivada del receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés) y uno o
mas dominios coestimuladores como CD28 o 4-1BB.
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Tumour cell

Tumor-specific
antibody from
B cells

CD3t chain
from T cells

Figura 1. Disefio de un CAR convencional (modificado de Kershaw et aF).

Tabla 1. Disefio de un CAR: dominios y sus funciones

Dominios CAR Regién Funcién Tipos

sckv Extracelular Reconocimiento del Murino, humanizado,
antigeno tumoral humano

Espaciador Extracelular Proporciona flexibilidad [0G1,19G2, IgG4, CDS8,

CD28

Transmembrana  Transmembrana  Anclaje a la membrana CD28, CD8a, CD3t, CD4
celular

Coestimulacion Intracelular Mejorar la fuerza y CD28, 4-1BB, ICOS,
la persistencia de la OX40, CD27
senalizacion

Senalizacion Intracelular Transmitir la sehal de CD3

activacion al interior celular

En comparacion con los TCR naturales, los CAR tienen afinidades mas altas para re-
conocer a los antigenos de varios érdenes de magnitud que los hacen mas potentes
en la erradicacion de tumores*. Ademas, los CAR reconocen proteinas intactas de la
superficie celular de manera independiente del complejo mayor de histocompatibili-
dad (MHC, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, la mayoria de los enfoques basados
en células CAR son insensibles a los mecanismos de escape tumoral relacionados con
las variantes de pérdida de MHC>.
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La construccion de un CAR se basa en la identificacion de un anticuerpo monoclonal
adecuado que se une a una molécula de interés de la superficie celular. Debido a que
el reconocimiento mediado por CAR no se basa en el procesamiento o la presentacion
de péptidos por MHC, el nimero de epitopos diana es estequiométricamente igual
al nimero de moléculas de antigeno diana en la superficie celular, y cada molécula
diana expresada en la superficie representa un posible epitopo desencadenante de
la activacion de la célula CAR-T, lo que contribuye a la potencia de este enfoque. Sin
embargo, la identificacion de antigenos expresados de forma unica o sobreexpresa-
dos por las células tumorales y el uso de esos antigenos como dianas inmunoldgicas
para desencadenar respuestas de células T especificas de antigeno en pacientes si-
gue siendo un desafio®.

El dominio espaciador extracelular constituye un componente importante en el disefio
de un CAR. Dicho dominio proporciona flexibilidad para acceder al antigeno diana.
Varios estudios han demostrado que la longitud optima del espaciador de un CAR
determinado depende de la posicion del epitopo diana’. Los espaciadores de larga
longitud proporcionan flexibilidad adicional al CAR y permiten un mejor acceso a los
epitopos proximos a la membrana celular tumoral®. En contraste, los CAR que tienen
dominios espaciadores mas cortos son mas efectivos a la hora de unirse a epitopos
distales de la membrana celular tumoral®°. De modo que se ha propuesto que la lon-
gitud del dominio espaciador es crucial para proporcionar una distancia intercelular
adecuada entre la célula CAR-T y la célula tumoral para la formacion de la sinapsis
inmunoldgica'?, destacando la necesidad de optimizar los dominios espaciadores para
cada epitopo diana en concentro.

El dominio de sefalizacion intracelular es también de vital importancia en el disefio
del CAR para que las células CAR-T cumplan su funcién antitumoral. En este sentido,
los CAR iniciales conocidos como CAR de primera generacion, contenian un solo do-
minio de sefalizacion citoplasmatica (cadena CD3Z) sin dominios de coestimulacion.
Los CAR de segunda y tercera generacion se han desarrollado mediante la adicion de
uno o dos dominios coestimuladores al dominio de sefalizacién (cadena CD3Z) para
aumentar su citotoxicidad, produccion de citocinas y proliferacion.

La funciéon mas importante de los dominios de coestimulacion es mejorar la fuerza y
la persistencia de la sefializacion, aumentando en consecuencia la potencia de acti-
vacion de la célula CAR-T*2. A modo de ejemplo, Kowolik et al'*> compararon células
CAR-T de primera generacion, que se componian de un scFv dirigido a CD19 junto con
el dominio de sefializacion CD3g, con células CAR-T de segunda generacion a las que
acoplaron la region coestimuladora CD28; y pudieron observar que los CAR de prime-
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ra generacion presentaban cierta actividad in vitro pero con una eficacia preclinica in
vivo muy limitada. Este trabajo demostré que la inclusién de un dominio coestimulador,
como el CD28 o el 4-1BB, con el dominio de sefalizacion CD3t en un CAR de segunda
generacion era suficiente para mediar la destruccion robusta de células tumorales en
modelos de ratones inmunodeficientes de tumores malignos de células B humanas?3.
Las moléculas coestimuladoras CD28 y 4-1BB son las mas comunmente usadas en
ensayos clinicos de células CAR-T, aunque nuevas moléculas coestimuladoras como
ICOS u OX40 estan siendo evaluadas, especialmente en pacientes con tumores soli-
dos!415, Actualmente, existe una cuarta generacion de CAR, en los que para mejorar
aun mas la respuesta inmune se introducen genes en las células CAR-T que expresan
citocinas. Este nuevo enfoque, en el que las células CAR-T proporcionan factores de
crecimiento autocrinos y citocinas estimuladoras, tiene el objetivo de proteger las célu-
las CAR-T del ambiente supresor tumoral. En este contexto, se han explorado citocinas
inmunoestimuladoras tales como IL-2,IL-15 e IL-1216.

Conclusiones

o La terapia adoptiva de células T se basa en la infusion de células T especificas
de tumor en el paciente.

o Los CAR son receptores sintéticos compuestos por un dominio extracelular
de reconocimiento derivado de un anticuerpo monoclonal, un dominio espa-
ciador, un dominio transmembrana, y un dominio de sefializacion intracelular,
compuesto por la cadena CD3t derivada del TCR y uno 0 mas dominios coes-
timuladores.

o Los CAR reconocen proteinas intactas de la superficie celular de manera inde-
pendiente del complejo mayor de histocompatibilidad.

o El dominio espaciador debe ser optimizado para cada epitopo diana.

o Existen actualmente cuatro generaciones de CAR: los CAR de primera ge-
neracion que incluyen solo CD3t como dominio de sefializacion intracelular,
mientras que los CAR de segunda generacion incluyen un dominio coestimu-
lador unico; los CAR de tercera generacion incluyen dos o0 mas dominios coes-
timuladores; y los CAR de cuarta generacion incluyen genes que expresan
citocinas.
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Nuevas estrategias
en el desarrollo
de linfocitos CAR-T

Los resultados obtenidos haciendo uso de la terapia con linfocitos CAR-T estan siendo
muy prometedores, sobre todo teniendo en cuenta que, actualmente, es una terapia
empleada en pacientes altamente refractarios con numerosas lineas de tratamiento.
Sin embargo, el aumento del numero de pacientes tratados con células CAR-T, las
toxicidades observadas, asi como el paso del tiempo permitiendo analizar datos de
durabilidad de las respuestas, han dejado en relieve las actuales limitaciones de esta
atractiva terapia celular. Algunas de estas limitaciones son las toxicidades relaciona-
das con el tratamiento, recaidas debido al escape inmunoldgico al disminuir o desapa-
recer la expresion del antigeno diana, disminucién de la eficacia de las células CAR-T
debido a la existencia de proteinas dianas solubles y una defectuosa persistencia de
las células CAR-T en el paciente. En la actualidad se estan llevando a cabo nuevas
estrategias en el desarrollo de linfocitos CAR-T que han originado la creacion de nove-
dosos productos CAR-T mas potentes (Tabla 2).
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Tabla 2. Limitaciones actuales de la terapia CAR: Efectos y soluciones

Limitaciones Efectos Soluciones
actuales
terapia CAR
Toxicidades « Sistémicas (sindrome « Optimizacion del disefio del CAR (scFv
de liberacion citocinas, humano o humanizado, dominio
neurotoxicidad) coestimulador apropiado)
© Toxicidades en células diana  « Adicion de genes marcadores y suicidas
no tumorales w Affinity tuning
« Nuevas generaciones de CAR: Split CAR,
ON-Switch CAR, AND-gate CAR, iCAR
Escape © Recaidas antigeno negativas  © Coadministracion de diversos productos CAR
lliSeleelce o Bicistronic CAR
© Tandem CAR
Presencia « Reduccion de la densidad « Optimizar el dominio de union a antigeno, sckFv
gir;)rtg'ggluble Entigenes] * Inhibicion de la escision de la proteina
« Blogqueo del CAR debido a la soluble
union con proteina soluble
Persistencia © Recaidas antigeno positivas  © Uso de productos CAR enriquecidos en
in vivo células TN/TSCM

© Ausencia del CAR in vivo
© Ratio CD4:CD8 1:1

© Optimizacion de la linfodeplecion

© CAR alogénicos, universales

Nuevas estrategias para disminuir toxicidades

Las células CAR-T deben alcanzar un nivel de activacion y secrecion de citocinas sin
exceder un nivel umbral que provoque la liberacion descontrolada de citocinas, con el
objetivo de lograr una eficacia clinica sin toxicidades. El grado y la cinética de activa-
cion de las células CAR-T van a depender, entre otros factores, de la carga tumoral, el
nivel de expresion del antigeno en las células tumorales, la afinidad del scFv por el an-
tigeno y los dominios coestimuladores incluidos en el CAR'"*8. Por lo tanto, la ventana
terapéutica de activacion de las células CAR-T sera diferente en distintos CAR y debe-
ra establecerse para cada CAR. Sin embargo, para controlar esta ventana terapéutica
se pueden optimizar varios componentes del CAR'®. En primer lugar, el médulo de
union al antigeno del CAR (scFv) puede ser reconocido por las propias células inmunes
del paciente y las posteriores respuestas inmunes también pueden contribuir a la toxi-
cidad observada en esta modalidad terapéutica. El uso de fragmentos de anticuerpos
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humanos o humanizados para la construccion del CAR?, en lugar de los derivados
de anticuerpos de ratén?'??, podria ser una estrategia para reducir la inmunogenici-
dad del CAR. En este sentido y a modo de ejemplo, se han desarrollado y probado
varios productos CAR-T con scFv de origen humano contra BCMA como JCARH12% y
MCARH17 124, que muestran toxicidades manejables (9% y 20% de SLC grado > 3; y
7% y 0% de neurotoxicidad grado >3, respectivamente). Otros aspectos del disefio del
CAR, como el dominio espaciador extracelular y/o el dominio transmembrana, también
podrian contribuir a reducir la inmunogenicidad del CAR®?%, Por otro lado, la eleccion
del dominio coestimulador es un factor clave en la optimizacion del disefio del CAR
para reducir la toxicidad relacionada con el tratamiento. Actualmente, los dominios
coestimuladores mas utilizados en terapia CAR-T son el CD28 y el 4-1BB. El uso de
la molécula coestimuladora CD28 se ha correlacionado con una activacion rapida y
pronunciada de las células CAR-T y, por lo tanto, con un posterior inmunofenotipo de
agotamiento celular. Por otro lado, las células CAR-T disefladas con la molécula coes-
timuladora 4-1BB presentan un pico de expansion mas bajo, lo que resulta en una
persistencia prolongada y un menor riesgo de toxicidades mediadas por citocinas?®27,
La incorporacion del dominio coestimulador 4-1BB podria ser el mas 6ptimo y menos
téxico en pacientes con una alta carga tumoral o con tumores con una alta densidad
de antigeno; por el contrario, un dominio CD28 podria ser necesario para alcanzar el
umbral requerido de activacion de células CAR-T en el contexto de una baja densidad
antigénica o un CAR con un dominio de unién a antigeno de baja afinidad. Por lo tanto,
la eleccion del dominio coestimulador ofrece una variable modificable en el disefio del
CAR que puede adaptarse al tipo de tumor y la carga tumoral, al antigeno diana y su
densidad antigénica, y al scFv especifico utilizado.

Ademas de optimizar el disefio del CAR, se estan desarrollando diversas estrategias de
seguridad que incluyen la adicidon de genes marcadores y suicidas al gen CAR, propor-
cionando de esta manera la posibilidad de eliminar las células CAR-T si se producen
toxicidades mediadas por dichas células. Un ejemplo de ello es el receptor truncado
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés), el cual se coex-
presa en la superficie celular de las células T junto con el CAR. Este gen EGFRt es una
version truncada del gen original EGFR que solo contiene la parte extracelular del
receptor y que, por tanto, es inocuo una vez expresado en la superficie de la célula
CAR-T sirviendo ademas de marcador de transduccion celular?®. Sin embargo, dicho
marcador puede ser reconocido por el anticuerpo monoclonal cetuximab, aprobado
clinicamente, de forma que dicha union conllevaria la eliminacion de las células CAR-T
en caso de que fuera necesario®. Del mismo modo, el marcador RQR8 ha sido recien-
temente publicado como otro marcador de transduccion que contiene un epitopo sus-
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ceptible de ser reconocido por rituximab, pudiendo conllevar de nuevo la eliminacién
de las células CAR-T en caso de observar toxicidades*°. Del mismo modo, el gen indu-
cible de caspasa 9 (iCasp9) constituye un sistema alternativo de seguridad para limitar
las toxicidades asociadas a las células CAR-T. El gen iCasp9 contiene la porcion intra-
celular de la proteina caspasa 9 humana, una molécula proapoptdtica, fusionada a un
dominio de unidn a farmacos derivado de la proteina humana de unién a FK5063%2,
La administracion intravenosa de AP1903, un farmaco quimico inocuo, produce la di-
merizacion de los dominios de union a farmacos de esta proteina quimérica, que a su
vez conlleva la dimerizacion de la caspasa 9. Esta dimerizacion conduce a una forma
activada de la molécula, la cual propicia una cascada de sefializacion que provoca, en
ultima instancia, la apoptosis de la célula transducida3334.

Encontrar un antigeno restringido exclusivamente a tumor con el objetivo de prevenir
las toxicidades en células diana no tumorales es una de las principales preocupaciones
en el desarrollo de células CAR-T. Los antigenos diana de las células CAR-T actuales
suelen estar presentes también en la superficie de células no malignas, aunque a un
nivel mas bajo. Sin embargo, este nivel de expresion bajo podria conducir a toxicida-
des graves®. El notable éxito de las células CD19 CAR-T en pacientes con neoplasias
malignas de células B se acompanhna de aplasia de células B como resultado de la eli-
minacion de los progenitores de células B positivas para CD19. Como consecuencia, se
observa un nivel reducido de inmunoglobulina en el suero de estos pacientes®. Para
superar esta toxicidad comunmente observada se realizan infusiones periédicas de in-
munoglobulinas®” 38, Aunque esta estrategia es manejable en el caso de los CD19 CAR,
cabe destacar que la aplicacion clinica de numerosos CAR podria estar limitada debido
a toxicidades menos manejables como consecuencia del uso de otros antigenos can-
didatos asociados (pero no restringidos) a tumores como diana inmune. Sin embargo,
actualmente se estan desarrollando multiples estrategias para reducir este tipo de
toxicidades y ofrecer nuevos productos de células CAR-T clinicamente eficaces.

Una de estas estrategias podria ser la denominada affinity tuning, que se basa en las
diferencias en el nivel de densidad antigénica entre las células tumorales y normales.
La generacion de células CAR-T de baja afinidad (scFV de baja afinidad por el anti-
geno diana) podria emplearse para dirigir la respuesta citotéxica a antigenos expre-
sados a una densidad mas alta en las células tumorales que en las células normales,
siendo mas probable el reconocimiento de las células tumorales y, por lo tanto, la
activacion de las células CAR-T Unicamente frente al tumor. Esta estrategia ha sido
testada en diversos estudios preclinicos®*4°. En el contexto del mieloma, Drent et af*!
evaluaron la toxicidad y efecto antitumoral de células CD38 CAR-T de baja afinidad,
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las cuales presentaban una afinidad por el antigeno diana hasta 1.000 veces menor.
Es bien conocido que la proteina CD38 esta altamente expresada en las células B
precursoras, células plasmaticas, células NK, células T activadas y precursores mie-
loides. EI CD38 también se expresa en el intestino, células epiteliales de la prostata,
el pancreas, el sistema nervioso y las células musculares y los osteoclastos*?. De
modo que esta amplia expresion de CD38 constituye un impedimento para la apli-
cacion clinica de los CD38 CAR-T convencionales debido a las posibles toxicidades
en células diana no tumorales. Sin embargo, las células CD38 CAR-T con afinidad
disminuida mostraron ser efectivas contra las células de mieloma CD38+, mientras
que las células hematopoyéticas sanas CD38+ no resultaron afectadas*!. Sin embar-
go, un posible inconveniente de este enfoque es el escape inmunoldgico debido a la
disminucion de la expresion del antigeno diana.

Otros enfoques se basan en la restriccion del reconocimiento de las células normales
por parte del CAR optimizando la interaccién especifica con las células tumorales,
ya sea incluyendo el reconocimiento de dos antigenos tumorales para la activacion
de la célula CAR-T o limitando la actividad espacial y temporal de las células CAR-T
(Figura 2).

A este respecto, se han explorado los denominados “Split CAR”, los cuales se basan en
la coexpresion de dos moédulos diferentes, uno que contiene un scFV dirigido frente
a un antigeno A junto con el dominio de sefalizacién CD3¢ (sefal 1) y el segundo
que contiene un scFv diferente dirigido frente al antigeno B junto con un dominio
coestimulador (CD28, 4-1BB)*3#4. Con esta estrategia, el reconocimiento de un solo
antigeno, como pudiera ocurrir en el caso de la célula normal, puede dar como resul-
tado una activacion suboptima de las células CAR-T y una toxicidad limitada. Por otro
lado, cuando ambos antigenos estan presentes, como en las células tumorales, puede
darse el doble reconocimiento dando lugar a una activacion robusta de las células
CAR-T#, Una estrategia alternativa consiste en “ON-switch CAR” en los que el dominio
de unidn al antigeno se disocia del dominio de sefalizacion (CD3t), y la activacion de
las células CAR-T se controla mediante una molécula que induce la dimerizaciéon de
ambas partes*. De modo que la intensidad de las respuestas de las células CAR-T
depende de la dosis de molécula dimerizante afladida. Recientemente han surgido
también los “AND-gate CAR”". En esta estrategia, el reconocimiento del primer antige-
no es mediado por el receptor sintético Notch. Esta unidn induce la escision del factor
de transcripcion que permite la expresion del gen CAR dirigido frente al segundo anti-
geno. La expresion del CAR en la superficie celular permite la activacion de las células
T después del reconocimiento del segundo antigeno. Por lo tanto, la expresion del CAR
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Split CARs ON-Switch CARs
CcD28 CD3C % ‘%3
Inactive form Active form
AND-gate CARs Inhibitory CARs
Cleavage
Transcription
Factor PD-1
-
Activation Inhibition

Figura 2. Nuevas estrategias en el desarrollo de CAR de nueva generacién para disminuir
toxicidades.

y la activacion de células T de CAR y, por ende, la eliminaciéon del tumor, solo podria
ocurrir cuando ambos antigenos diana estan presentes*. Sin embargo, la pérdida del
primer antigeno, que es reconocido por el receptor sintético Notch, puede dar como
resultado un escape inmunoldgico. Este hecho, junto con una cinética de activacion
lenta al darse la expresidon del CAR en un segundo paso, son las principales limitacio-
nes de este enfoque.

Otra tecnologia de nueva generacion son los “inhibitory CAR” (iCAR), los cuales incor-
poran la regidn de sefializacion de un receptor de inhibicién (como pueden ser el PD-1
o el CTLA-4) para limitar la toxicidad en células diana no tumorales. Esta nueva estra-
tegia consiste en la expresion de un CAR convencional junto con un iCAR en la misma
célula T. El reconocimiento del antigeno diana por el iCAR restringe la activacion de
las células T, mientras que la ausencia de este antigeno permite la activacion de las
células CAR-T*". En este contexto, el desafio de esta tecnologia es encontrar antigenos
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con un patron de expresion ¢ptimo. En primer lugar, el iCAR debe estar dirigido frente
a un antigeno que se exprese estrictamente en las células normales, mientras que el
CAR convencional deberia reconocer un antigeno especificamente expresado en las
células tumorales, dejando patente la dificultad de dicha estrategia.

Conclusiones

© Una de las limitaciones en la terapia CAR-T son las toxicidades relacionadas
con el tratamiento.

o La optimizacion del disefio del CAR (humanizacién de la scFv, elecciéon dptima
de la regién coestimuladora) es necesario para disminuir las toxicidades rela-
cionadas con el tratamiento.

o Existen medidas de seguridad para eliminar las células CAR-T en caso de
toxicidades. Estas medidas incluyen la incorporacion de genes marcadores
(EGFRt) o bien genes suicidas (iCasp9) al transgén CAR.

o Existen diversas estrategias en el desarrollo de los CAR de nueva generacion
para reducir las toxicidades relacionadas con el tratamiento como son: células
CAR-T de baja afinidad, Split CAR, ON-switch CAR, AND-gate CAR Yy los iCAR.

Nuevas gstyategias para abordar el escape
iInmunologico

La pérdida parcial o total del antigeno diana es uno de los mecanismos de escape
inmunoldgico mejor descritos en la terapia con células CAR-T. De hecho, a pesar de las
altas tasas de respuesta inicial observadas, el escape inmunolégico ha sido reportado
en una proporcion notable de pacientes tratados con células CAR-T. Por ejemplo, en el
caso del CD19 CAR-T, se ha mostrado que entre el 7 y el 28% de los pacientes trata-
dos han recaido con pérdida de expresion del antigeno diana (recaidas CD19-)*. Los
mecanismos de pérdida del antigeno CD19 incluyen mutaciones y splicing alternativos
del gen CD19, asi como el cambio de células tumorales de linaje linfoide (célula B)
a uno mieloide de expresion negativa para CD19'°. En el contexto del mieloma, dos
ensayos clinicos han mostrado la pérdida o descenso en los niveles de expresion de
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Figura 3. Nuevas estrategias en el desarrollo de CAR de nueva generacién para abordar el escape
inmunoldgico (modificada de Shah 5°).

BCMA en células residuales de mieloma tras la administracion de BCMA CAR-T, pero
en este caso se necesitan mas estudios para comprender mejor los mecanismos de
escape inmunoldgicos??!.

Actualmente, diversas estrategias estan tratando de abordar dicha problematica. La
generacion de células CAR-T dirigidas a multiples antigenos constituye una opcion te-
rapéutica para afrontar el escape inmunoldgico y reducir asi las tasas de recaida!®48-5°
(Figura 3). Dichas estrategias consisten, por un lado, en la combinacién de diferentes
productos de células CAR-T preinfusion (coadministraciéon de dos o mdas productos
diferentes de células CAR-T donde cada CAR va dirigido frente a un antigeno diana), o
bien transduciendo la misma célula T con dos construcciones CAR completas dirigidas
frente a diferentes antigenos (“bicistronic CAR”). Alternativamente, las células CAR-T
biespecificas, llamadas también “tandem CAR”, consisten en disefiar una construccion
CAR Unica con dos (0 mas) dominios de unién a antigeno diferentes. Un factor impor-
tante en el disefio de este tipo de CAR de nueva generacion es la longitud del trans-
gén. En este sentido, las células “tandem CAR”, que tienen una longitud del transgén
mas pequehna, muestran una ventaja en comparacion con las células “bicistronic CAR”.
Por otro lado, las células “tandem CAR” necesitan una optimizacion del disefio que in-
cluya la secuencia de enlace entre las regiones VH y VL de ambos scFv, el tamafo del
espaciador y la orientacion VH-VL dentro de ambos scFv para lograr el reconocimien-
to de antigenos y, por tanto, la activacion de las células CAR-T deseada>!.

Actualmente estan en curso numerosos ensayos clinicos disefiados para evaluar
estrategias con el objetivo de evitar o retrasar el escape inmunoldgico del antige-
no CD19 asociado al uso de células CAR-T, incluyendo el reconocimiento conjunto
de CD19 y CD20 (NCT03398967 y NCT03019055) 0 CD19 y CD22 (NCT03614858,
NCT03593109, NCT03468153, NCT03448393, NCT03398967, NCT03330691,
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NCT03289455, NCT03287817, NCT03241940 y NCT03233854). En el contexto del
mieloma, Yan et af? en 2019, evaluaron la eficacia y seguridad de la coinfusion de
células CD19 y BCMA CAR-T en pacientes con mieloma multiple refractario o en re-
caida (NCT 03455972). Los diferentes productos de células CAR-T se administraron
conjuntamente a los pacientes entre los dias 14 y 20 tras trasplante autélogo. Los
resultados mostraron una respuesta global del 92,6% con 11/28 (40,7%) pacientes
en remisién completa o remisién completa estricta, 8/28 (29,6%) pacientes en muy
buena respuesta parcial y 5/28 (18,5%) en respuesta parcial. La mediana de supervi-
vencia global fue de 16 meses. Se observé sindrome de liberacion de citocinas en 19
(67,9%) pacientes, siendo grados 1y 2. Sin embargo, en este contexto, se necesita un
seguimiento mas prolongado para evaluar el alcance de la eficacia de la administra-
cion conjunta de productos CAR-T. Aunque el mecanismo exacto del efecto de estas
coadministraciones sigue sin estar claro, ampliar la cobertura de antigenos diana po-
dria conducir a un mejor reconocimiento de las células de mieloma mejorando la du-
racion de las respuestas. Sin embargo, cabe destacar que la infusion conjunta de dos
productos de células CAR-T podria reducir el escape inmunoldgico, a expensas de un
posible aumento de las toxicidades como resultado de dirigir la respuesta inmune de
forma simultanea a dos 0 mas antigenos. Mas estudios con una cohorte mas grande
de pacientes son necesarios para hacer conclusiones. Varios ensayos clinicos estan
evaluando la coinfusion de células CD38 CAR-T con células CD19 (NCT03125577) y
BCMA (NCT03767751) CAR-T, pero aun no se han reportado resultados.

Conclusiones

o El escape inmunoldgico es una de las principales limitaciones de la terapia
CAR-T.

o La pérdida parcial o total del antigeno diana es uno de los mecanismos de
escape inmunoldgico mejor descritos en la terapia con células CAR-T.

o Lageneracion de células CAR-T dirigidas a multiples antigenos constituye una
opcion terapéutica para afrontar el escape inmunoldgico y reducir asi las tasas
de recaidato#e4°,
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Nuevas gstrategias para abordar la presencia
de proteinas solubles

En la actualidad se han reportado resultados controvertidos en referencia al posible
efecto de antigenos diana solubles sobre las células CAR-T, de forma que aun se des-
conoce si la eficacia de dichas células modificadas puede verse comprometida. Esta
controversia ha sido mas notoria en el contexto del mieloma multiple, donde numero-
sos antigenos diana, como son el CD38, CD138 y BCMA, son escindidos de la superfi-
cie celular tumoral y liberados al torrente sanguineo. De entre todos ellos, el antigeno
diana mas utilizado y que ha reportado mejores resultados hasta ahora en la terapia
con células CAR-T es BCMA. Se ha descrito que BCMA puede encontrarse en la super-
ficie de la célula de mieloma (BCMA de membrana) y ademas, puede liberarse de di-
chas células al suero de los pacientes como consecuencia de la escision por su dominio
transmembrana mediada por la y-secretasa®s. De modo que el reconocimiento entre
las células CAR-T y las células tumorales puede verse obstaculizado por la proteina
BCMA soluble (sBCMA) como resultado de reducir la densidad antigénica de BCMA en
la superficie de las células tumorales, asi como la posibilidad de bloquear el CAR debi-
do a la unidon con sBCMA. El bloqueo de la escision de BCMA de la membrana celular
podria ser una estrategia interesante para evitar la liberacién de BCMA como proteina
soluble. En este sentido, Pont et aP* han publicado recientemente que la exposicion
a inhibidores de la y-secretasa (GSI, por sus siglas en inglés) bloquea eficazmente la
liberacion de BCMA de las células de mieloma. En consecuencia, un aumento en la
expresion de proteina BCMA de membrana en las células de mieloma es observado,
lo que conduce a una mayor capacidad anti-tumoral de las células BCMA CAR-T, asi
como una mejor proliferacion y produccion de citocinas en modelos preclinicos. Los
pacientes con mieloma refractario con expresion baja o disminuida del antigeno diana
después de haber sido tratados con tratamientos dirigidos frente a BCMA podrian
beneficiarse de esta nueva estrategia. Sin embargo, se debe definir una dosis dptima
de GSI para evitar efectos adversos sobre la funcion de las células CAR-T ya que la
inhibicion de y-secretasa no perjudica la viabilidad o la actividad citolitica de las células
BCMA CAR-T, pero reduce la produccion de IL2 y la proliferacion de dichas células®.
Por el contrario, algunos estudios han reportado que las células BCMA CAR-T no son
inhibidas por la proteina BCMA soluble®>%, Una posible explicacion al hecho de que
algunos BCMA CAR no se vean afectados por la proteina soluble BCMA podria ser la
inaccesibilidad del epitopo diana debido al plegamiento de dicha proteina soluble en
condiciones fisioldgicas. De hecho, datos de tres ensayos clinicos destacan la ausen-
cia de correlacion entre las concentraciones de sSBCMA y el grado de respuesta?!s78.
Como se ha mencionado anteriormente, la escision del antigeno diana no es exclusiva

104



CAPITULO 4
Desarrollo de nuevos CAR-T: el futuro ya estd aqui

de la proteina BCMA, muchos otros antigenos diana se liberan de las células tumora-
les, y se ha demostrado también en estos casos que las células CAR-T mantienen su
capacidad citotdxica en presencia de proteinas solubles®. Por lo tanto, la seleccion del
dominio de unién al antigeno diana es un factor clave en el disefio del CAR.

Conclusiones

o Existen resultados controvertidos en referencia al efecto de la proteina diana
soluble sobre la eficacia de las células CAR-T.

© Numerosos antigenos diana son escindidos de la superficie celular tumoral y
liberados al torrente sanguineo, como ocurre con la proteina BCMA.

© Algunos BCMA CAR se han visto afectados por la presencia de sSBCMA en el
suero de pacientes, aunque datos de tres ensayos clinicos destacan la ausen-
cia de correlacion entre las concentraciones de SBCMAy el grado de respuesta.

© El uso de inhibidores de la y-secretasa bloquea eficazmente la liberacion de
BCMA de las células de mieloma.

© La seleccion del dominio de unidn al antigeno diana es un factor clave en el
disefio del CAR para limitar los posibles efectos de la proteina diana soluble
sobre la eficacia de las células CAR-T.

Nuevas estrategias para aumentar la persistencia
de las células CAR-T

El aumento del numero de pacientes tratados con células CAR-T ha expuesto otra de
las limitaciones observadas en esta terapia: la insuficiente persistencia de las células
CAR-T in vivo. Al contrario de lo que ocurre en la LLA, donde las recaidas con pérdida
de expresion del antigeno CD19 llegan a ser del 28%“, en la mayoria de los actuales
ensayos clinicos en mieloma han reportado recaidas BCMA+ resaltando una pérdida
de eficacia de las células BCMA CAR-T frente a células plasmaticas malignas®®. Esta
pérdida de eficacia podria ser consecuencia de la persistencia limitada de las células
CAR-T in vivo. Hoy en dia, la mayoria de los productos de células CAR-T se generan a
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partir de células T autdlogas del mismo paciente!®. Aunque esta terapia celular perso-
nalizada ha reportado un notable éxito en ensayos clinicos, la generacién de células
CAR-T autdlogas presenta varias limitaciones. El primer factor limitante es la obtencion
de un numero adecuado de células T de pacientes con cancer que comunmente pre-
sentan linfopenia debido a enfermedades o tratamientos previos. Ademas, la genera-
cion de células CAR-T autdlogas es un procedimiento largo en el cual la progresion de
la enfermedad podria ocurrir durante la fabricacion del producto celular en pacientes
hematoldgicos en etapas avanzadas.

Un enfoque prometedor para aumentar la persistencia de las células CAR-T en pa-
cientes es el uso de productos celulares que contengan una mayor frecuencia de sub-
tipos menos diferenciados de células T, como las células T naive (TN), las células T
stem de memoria (TSCM) vy las células T de memoria central (TCM), que presentan
una capacidad de proliferacion superioré!. En comparacion con los productos conven-
cionales de células CAR-T, las células CAR-T menos diferenciadas han demostrado
una mayor proliferacion y capacidad citotoxica en estudios preclinicos. Para generar
células CAR-T menos diferenciadas, se han desarrollado varias estrategias, como la
preseleccion de los subtipos TN/TSCM o la fabricacion en presencia de inhibidores de la
quinasa®®2, Como ejemplo, Shah et aP* han llevado a cabo un ensayo clinico para eva-
luar las células CAR-T de ultima generacién (bb21217) utilizando el mismo constructo
que bb2121 pero con un enfoque novedoso basado en el empleo del inhibidor de
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) bb007 durante la expansion ex vivo para enriquecer
el producto de células CAR-T en células T de memoria. Hasta la fecha, se ha observado
una respuesta global y un perfil de toxicidad similar al producto bb212164. Sin embar-
go, €s hecesario un seguimiento mas prolongado para sacar conclusiones.

Otra estrategia podria ser definir la relacion CD4:CD8 en el producto de células CAR-T.
En este sentido, se han observado aumentos en la expansion de las células CAR-T y
menores toxicidades en pacientes después de la infusion de una proporcion 1:1 de
células CAR-T®5¢6,

La expansidn y la persistencia in vivo de las células CAR-T también podrian verse afec-
tadas por el protocolo de linfodeplecion. De hecho, la eliminacion de los linfocitos au-
tdlogos del paciente tiene varios objetivos como son, por un lado, disminuir la posibili-
dad de generar una respuesta inmune contra el CAR 'y, por otro lado, permitir que las
células CAR-T modificadas se expandan en un ambiente linfopénico con altos niveles
de citocinas como IL7 e IL15 y sin competencia con otros linfocitos®”. A pesar de que al-
gunos estudios han informado que la linfodeplecion no es necesaria para la expansion
de las células CAR-T in vivo, el nivel de expansion y, por lo tanto, los resultados clinicos
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de los pacientes tratados con CAR, mejora en aquellos pacientes que se sometieron
a un tratamiento previo de linfodeplecion. Se han utilizado diferentes protocolos de
linfodeplecion; no obstante, el régimen mas utilizado hasta ahora es la combinacion
de ciclofosfamida y fludarabina.

Las productos CAR-T en la mayoria de los ensayos clinicos derivan de células T autoé-
logas del propio paciente, debido a que el uso de células CAR-T alogénicas podrian
inducir la enfermedad de injerto contra receptor (EICR). En este contexto, los aloan-
tigenos del huésped pueden ser reconocidos mediante el TCR de las células CAR-T
alogénicas. Por otro lado, el sistema inmunitario del huésped podria atacar a las célu-
las CAR-T alogénicas infundidas debido a la disparidad del antigeno leucocitario humano
(HLA) resultando, en ultima instancia, en la eliminacion de las células CAR-T alogénicas.
La fabricacion de células CAR-T autélogas es un proceso complejo, logisticamente desa-
fiante, que incluye mdltiples pasos como son el aislamiento y seleccion de células T, trans-
duccién, expansion y reinfusion en pacientes. Ademas, la mayoria de los pacientes se
encuentran en una etapa avanzada de la enfermedad donde han recibido numerosas
lineas de tratamientos toxicos, que debilitan aun mas la calidad de las células Ty, por
lo tanto, reducen su respuesta inmune frente a las células tumorales. De modo que la
calidad de las células T a partir de las cuales se generan las células CAR-T tiene tam-
bién una relevancia significativa en la expansion y persistencia de las células CAR-T,
y por ende, en la capacidad antitumoral. Las células CAR-T autdlogas son especificas
del paciente, haciendo que el coste del producto final sea alto. Los productos alogé-
nicos de células CAR-T generados a partir de donantes sanos pueden abordar estas
desventajas permitiendo la produccion de grandes cantidades de productos estanda-
rizados. Sin embargo, modificaciones genéticas adicionales son necesarias para crear
células CAR-T alogénicas. Estas modificaciones genéticas consisten, por un lado, en
anular la expresion del TCR enddgeno utilizando tecnologia de edicidon génica como
CRISPR/Cas9 y TALEN con el objetivo de limitar el riesgo de EICR y, por otro lado, en
la incorporacion de un elemento de seguridad junto con el gen CAR como medida
de seguridad frente a toxicidades®®%°. Por el contrario, la supresion de la expresion
de HLA de clase I es una estrategia novedosa que se esta evaluando para evitar la
eliminacion de las células CAR-T alogénicas por el sistema inmunitario del huésped™.
En este sentido, los avances en las técnicas de edicidon génica estan conduciendo a
un nuevo escenario en la terapia con células CAR-T que da como resultado el de-
sarrollo de células CAR-T universales a partir de donantes alogénicos sanos. A este
respecto, la infusion de células CD19 CAR-T universales en dos pacientes pediatri-
cos con LLA indujo respuestas completas en ambos pacientes, lo que demuestra la
viabilidad de este enfoque’™. En el contexto del mieloma, también se han reportado
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algunos resultados preclinicos de células BCMA CAR-T alogénicas de segunda ge-
neracion (ALLO-715) con scFv completamente humanizado™ (163). En este estu-
dio, los autores, después de la transduccion, transfectaron células CAR-T con ARN
mensajero de TALEN con el objetivo de interrumpir especificamente los genes CD52
y cadena a del TCR, lo que resulté en una inmunidad de las células CAR-T al trata-
miento de linfodeplecion anti-CD52, asi como a la prevencion de EICR respectiva-
mente, sin comprometer la citotoxicidad mediada por CAR. Ademas, este ALLO-715
BCMA CAR incorpora un interruptor de seguridad sensible a rituximab. De modo que
actualmente se esta llevando a cabo un ensayo de fase I para evaluar la seguridad
y la eficacia del producto ALLO-715.

La herramienta de edicion génica CRISPR/Cas9 constituye una prometedora tec-
nologia para generar células CAR-T de nueva generacion ofreciendo una amplia
gama de productos CAR-T, como por ejemplo células CAR-T mas potentes al supri-
mir genes inhibidores, células CAR-T universales mediante la eliminacion de TCR 'y
HLA enddgenos, células CAR-T controlables al incluir elementos inducibles o genes
suicidas y células CAR-T en las cuales se ha eliminado la expresion del antigeno
diana para evitar un posible efecto fratricida. Sin embargo, la principal barrera que
presenta dicha tecnologia de edicion génica CRISPR/Cas9 son las toxicidades por
cortes inespecificos. Estas toxicidades pueden provocar consecuencias perjudiciales
no deseadas, como la activacion de oncogenes o la eliminacion de genes supresores
de tumores’. Para superar esta limitacion se han explorado varios enfoques: optimi-
zar el disefio de sgRNA y la actividad Cas9, ensayos previos de deteccion de cortes
inespecificos y la cuidadosa seleccion del sitio diana’ . Por lo tanto, se requiere una
comprension mas profunda de los posibles efectos téxicos de la edicién génica en
las células CAR-T.

Finalmente, para garantizar un control adecuado de la respuesta de las células T, exis-
ten varios receptores, como PD-1, TIM-3, LAG-3 y CTLA-4, que envian sehales inhibi-
torias a las células T. La expresion de estos receptores inhibitorios en las células CAR-T
provoca el agotamiento de las células T. Estudios recientes han mostrado que las cé-
lulas tumorales pueden aprovechar estos receptores inhibidores de las células T para
evadir la respuesta inmune. A modo de ejemplo, Wherry et al® reportaron un aumento
de la expresion del ligando de PD-1 en las células tumorales causando una reducida
respuesta inmune. Las estrategias terapéuticas disefiadas especificamente para in-
hibir estas sefiales inhibitorias mediante inhibidores de punto de control inmunitario,
como anti-PD-1 y anti-CTLA-4, han presentaron resultados prometedores en el tra-
tamiento de tumores solidos ademas de neoplasias hematologicas’. Estos resultados
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han llevado a disefar CRISPR/Cas9 frente a los genes de dichos receptores inhibitorios
con el objetivo de interrumpirlos en las células CAR-T. Algunos estudios indican una
mejora en la eficacia anti-tumoral de estas células CAR-T modificadas™.

Conclusiones

o Oftra de las limitaciones observadas en la terapia CAR-T es la insuficiente per-
sistencia de las células CAR-T in vivo.

© Un enfoque prometedor para aumentar la persistencia de las células CAR-T
en pacientes es el uso de productos celulares que contengan una mayor fre-
cuencia de subtipos menos diferenciados de células T (TN/TSCM).

o Las productos CAR-T en la mayoria de los ensayos clinicos derivan de células T
autdlogas del propio paciente, debido a que el uso de células CAR-T alogéni-
cas podria inducir EICR.

o Mediante técnicas de edicion génica, se estan desarrollando células CAR-T
universales a partir de donantes alogénicos sanos en los que se suprime la
expresion de TCRy HLA.
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