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1. Resumen y palabras clave

El cancer es uno de los mayores problemas de salud publica global a dia de hoy siendo, segin
datos del INE(Instituto Nacional de Estadistica), la primera causa de muerte en los hospitales
espafioles. Multiples frentes en investigacion y tratamiento se encuentran abiertos actualmente y
uno de ellos es la inmunoterapia con células natural killer (NK). En ella, mediante diferentes
técnicas, se usan a las células NK para detectar y erradicar células tumorales. Pueden usarse bien
como monoterapia 0 bien en combinacién con otras células u otros farmacos, como los

anticuerpos monoclonales.
Palabras clave: cancer, inmunoterapia, células natural killer, citotoxicidad.

2. Abstract

Cancer is one of the major global public health issues nowadays. According to the Statistics
National Institute’s data, cancer is the first cause of death in Spanish hospitals. Multiple research
pathways and treatments are being looked into at the moment and one of them is
immunotheraphy with Natural Killer(NK) cells. Its purpouse is to use NK cells to detect and
erradicate malign cells. They can be used either as monotherapy or combined with other cells or

drugs, as mAbs (monoclonal antibodies).
Key words: cancer, immunotherapy, Natural Killer cells, citotoxicity.

3. Introduccion

La inmunoterapia ha sido un suefio de muchos investigadores desde hace décadas. La
agresividad de los tratamientos iniciales con citostaticos del siglo XX y las bajas tasas de
supervivencia dejaban clara la necesidad de encontrar otras formas de tratamiento. Conseguir
que el propio sistema inmune del organismo luchase contra las células malignas y las eliminase
era una idea muy atractiva pero también ardua y complicada, debido a la complejidad del cuerpo
humano y de la enfermedad. Tras décadas de investigacidn para superar todo tipo de dificultades,
lo que era un suefio hace tiempo se ha convertido en realidad a dia de hoy. Aln hacen falta
realizar muchas investigaciones acerca del uso del sistema inmune y las células natural killer en

el tratamiento del cancer pero ya se ha iniciado el camino.
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4. Objetivos

El objetivo de este trabajo se basa en la revision bibliogréfica sobre la inmunoterapia con células
NK para el tratamiento del céncer, centrdndose en articulos recientes para ofrecer una vision
general y actualizada sobre el tema en cuestion. De esta manera, ofrece un punto de vista global
sobre las funciones bioldgicas de estas células y sus caracteristicas enfocandose hacia su utilidad
en la inmunoterapia. Ademas, se comentan brevemente las diferentes técnicas del tratamiento del

cancer con células NK que pueden aplicarse hoy en dia.

5. Material y métodos

Se ha realizado una revision bibliografica de la literatura cientifica, principalmente articulos,
centrada en cancer e inmunoterapia. Para ello se ha hecho uso de la base de datos electronica
MEDLINE(PUBMED), de la pagina web de la SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica) o de libros de inmunologia. Se han excluido aquellas publicaciones que no estuviesen

redactadas en inglés o en espafiol.

6. Resultados y discusion

6.1. Cancer y desarrollo del proceso tumoral

Segun la SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica) el cancer “engloba un grupo de
numerosas enfermedades que se caracterizan por el desarrollo de células anormales, que se

dividen, crecen y se diseminan sin control en cualquier parte del cuerpo™.

Aunque ha sido a partir del siglo XX en adelante cuando se ha acentuado mas la atencion sobre
esta enfermedad®? las primera descripcion sobre el cancer, concretamente sobre un cancer de
mama, se realiza en el papiro Edwin Smith, escrito en el afio 3000 a.c. Por otra parte,
descripciones de tumores de tejidos blandos o grasos y referencias a posibles tumores de piel,
Utero, estbmago y coldon se pueden encontrar en el papiro de Ebers, escrito en el afio 1500 a.c.?
Fue a partir de 1910 cuando comenzaron a hacerse muchos avances en la investigacion sobre
esta enfermedad. De hecho, entre 1910 y 1940 hubo mas avances que en los siglos anteriores
combinados. El descubrimiento de diferentes carcindgenos, de condiciones pre-cancerigenas (por
ejemplo, en 1918 se observo que el carcinoma de estdmago estaba relacionado con las Glceras de

estomago) o el de los canceres hereditarios (que se describieron por primera vez en 1913)
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comenzaron a cambiar las antiguas teorias sobre la generacion del cancer y su tratamiento. A
pesar de los muchos avances que se consiguieron en esa época, en 1930 el cancer ya era la

segunda causa de muerte en Estados Unidos*.

A partir de principios del siglo XX y hasta el dia de hoy, se han hecho muchos avances y se han
conseguido grandes logros con respecto a esta enfermedad pero, aln asi, el cancer sigue siendo
un gran problema de salud publica global. En el afio 2012 hubo 14 millones de casos nuevos de
cancer en el mundo y se espera que la cifra alcance los 24 millones en 2035°.

En Espafia concretamente, de acuerdo a los ultimos datos proporcionados por el Centro Nacional
de Epidemiologia del Instituto de Salud Carlos Ill, la primera causa de muerte entre los varones
en el afio 2014 fueron los tumores (65.014 fallecidos). En el caso de las mujeres, fue la segunda
causa de muerte con 41.020 fallecidas, solo por detrés de las enfermedades cardiovasculares
(63.546 muertes). Por otra parte, acorde a los datos proporcionados por el Instituto Nacional de
Estadistica (INE), la primera causa de muerte en los hospitales espafioles fueron los tumores, que

causaron el 24,2% de los fallecimientos en el afio 2015.

Las anormalidades por las que se caracterizan las células cancerosas suelen producirse a partir de
mutaciones en genes que codifican para proteinas que regulan el ciclo celular. Al producirse
estas mutaciones, los inhibidores del ciclo celular y los reguladores positivos del mismo se

encuentran alterados y esto da lugar a una division celular incontrolada®.

Las células poseen diferentes mecanismos para reparar los dafios producidos en el ADN vy la
divisién incontrolada. Cuando se detectan dafios en los genes de las células, enzimas como
polimerasas, ligasas 0 nucleasas entran en accidn para reparar estos dafios y, en caso de no
conseguirse, se activa la muerte celular programada (apoptosis) que, mediante la activacion de la
via de las caspasas se encarga finalmente de lisar la célula diana, produciendo su muerte’®, Por
tanto, para conseguir evadir estos mecanismos y producirse la transformacién de la célula sana
en célula cancerigena, es necesaria la presencia de varias mutaciones que permitan una mayor
divisién que hagan que se eviten los sistemas de control del ciclo celular y que permitan una

evasion de la apoptosis 8.

Por tanto, si una célula sufre una mutacion que afecte a la actividad de algun inhibidor del ciclo

celular (por ejemplo, la proteina p53, que detiene el ciclo si detecta dafios en el ADN y es una de



~
Q
=
<
=
D
D
s
D
S
~
=
s
NJ
-
N
=
S
Q

ia no se hace responsable de la in

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

las mutaciones més habituales en el cancer) sus células descendientes se multiplicaran con mayor
rapidez. Esto podria dar lugar a un tumor benigno, es decir una masa de células con elevada
capacidad de division pero sin capacidad de invadir otros tejidos (metastatizar)®. Mas adelante, la
presencia de una segunda mutacién que aumentase la accion de los reguladores positivos del
ciclo celular (por ejemplo, la proteina Ras) provocara que se estimulando continuamente la
division celular'®!!, Estas y varias mutaciones mas, conseguirian transformar células normales
en cancerosas y dar lugar a tumores malignos, que son grupos de células capaces de invadir otros

tejidos y diseminarse por todo el organismo (metastasis)®.

Otro rasgo muy importante de las células tumorales es su inmortalidad a la hora de replicarse.
Esto se debe fundamentalmente a la reactivacion de la telomerasa, una enzima que revierte el
desgaste de los extremos de los cromosomas que se produce con cada division celular, pues la

longitud de estos extremos esta relacionada con la longevidad celular®.

Pero no solo los factores bioldgicos y genéticos influyen en el desarrollo de esta enfermedad. El
cancer es una enfermedad multifactorial donde los factores fisicos (radiacion), quimicos
(compuestos del tabaco, alcohol, contaminacién aérea...) o incluso virus (como el virus del

papiloma humano) son también determinantes para su desarrollo®.

Debido a su gran complejidad, el cancer sigue siendo uno de los problemas de salud globales
mas importantes de nuestro siglo. Mdltiples investigaciones frente a esta enfermedad estan
siendo realizadas y uno de ellos es la inmunoterapia, que trata de estimular el sistema inmune
para que éste sea capaz de detectar y erradicar a las células tumorales?. Una de las maltiples

opciones dentro de la inmunoterapia, es la terapia con células Natural Killer (NK).
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6.2. Celulas NK

6.2.1. Introduccion

Las células NK fueron identificadas a mediados de los afios 70 como una subpoblacion de
linfocitos que se caracteriza por ser de mayor tamafo que los linfocitos B y T, y ser capaces de
reconocer y eliminar aquellas células que han sido infectadas por virus o que son tumorales sin
necesidad de una sensibilizacion previa'® 14, Las células NK se desarrollan en la médula 6sea a
partir del progenitor linfoide, tras lo cual se diseminan por los tejidos tanto linfoides como no
linfoides, siendo éstos la propia médula désea, el bazo, los nddulos linfaticos, la sangre periférica,
el higado y los pulmones. Este tipo de células conforma entre el 10-15% de los linfocitos
circulantes y se caracterizan por expresar los marcadores de superficie CD56 y CD16 pero no
CD3(caracteristico de Linfocitos T).

6.2.2. Fenotipo

Segun la densidad de los marcadores CD56 y CD 16 presentes en su superficie, las células NK se
dividen en dos subgrupos: CD56%™M y CD56™9", |_as CD56%™ presentan una baja expresion del
marcador CD56 vy alta del CD16, constituyen un 90-95% de la poblacion de células NK de la
sangre periférica y tienen una elevada capacidad citotoxica. Las CD569" presentan una elevada
expresion del marcador CD56 y baja del CD16, constituyen alrededor de un 10% de las células
NK presentes en sangre periférica y son capaces de secretar citoquinas inmunorreguladoras tras
su activacion *. El marcador CD16 se caracteriza por ser un receptor de baja afinidad para el
fragmento Fc de la inmunoglobulina IgG y es capaz de provocar la activacion de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, de ahi que el subgrupo de células NK con mayor expresion

de este marcador, destaque por una mayor actividad citotoxica®®.

Las células CD56%™, a diferencia de las CD56™", se caracterizan por presentar una elevada
densidad de receptores KIR (“killer-cell immunoglobulin-like receptor”) y baja de receptores
NKG2, lo que implica el tipo de células tumorales que van a eliminar, asi como las propiedades
aloreactivas de las CD56%™. Las CD56""9" de los nddulos linfaticos se cree que son capaces de
modular la respuesta inmune regulando las células dendriticas y estimulando la activacion de
linfocitos T hacia un perfil Thl. Por tanto, las células NK influyen tanto en la respuesta innata
como en la adaptativa del sistema inmune mediante la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias

y mediante la interaccion célula a célulal®.
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6.2.3. Receptores de Inhibicion

Las células NK son capaces de reconocer moléculas del CMH-1 (complejo mayor de
histocompatibilidad) del tipo HLA-A, HLA-B y HLA-C mediante los receptores de la familia
KIR, independientemente del tipo de péptido presente la molécula del CMH-I.

La interaccion KIR/CMH-I provoca una sefial inhibitoria a la célula NK a través de los motivos
ITIM (intracellular tyrosine-based inhibitory motifs) presentes en sus receptores Por tanto,
aquellas células que tengan disminuida la expresion de CMH-1 serdn més susceptibles a la accion
citotoxica de las células NK debido a que éstas no recibiran la sefial inhibitoria necesaria que
evite la destruccion de la célula diana.

Otra familia de receptores inhibidores, distintos estructuralmente a los KIR, son los
CD94/NKG2A, que también reconocen moléculas del CMH-1 del tipo HLA-E (antigeno
leucocitario humano E). La interaccion entre NKG2A/HLA-E, como en el caso interior, envia

sefiales inhibitorias a la célula NK y evita la accion de su mecanismo citotoxico®.

6.2.4. Receptores de activacion

Las células NK expresan en su superficie tanto receptores activadores KIR2DS y KIR3DS;
NKG2C, NKG2E/H y NKG2F; como receptores citotoxicos (NKp30, Nkp44 y NKp46); Nkp80,
DNAM-1 y 2B4. Estos, al igual que los receptores de inhibicion, también se caracterizan por
presentar vias intracelulares de tirosina las cuales transmiten la sefial activadora a la célula través

de motivos ITAMs (intracelular tyrosine-based activation motifs)*2,

Algunos de estos receptores se unen a proteinas propias que se encuentran sobre-expresadas en
células alteradas o infectadas . El receptor NKG2D reconoce proteinas de unién UL16 (UL16-
binding protein) y genes A/B del complejo mayor de histocompatibilidad I (MICA/MICB)*3. Los
receptores citotoxicos (NKp30,NKp44,NKp46) naturales reconocen heparina sulfato que
expresan las células malignas en su superficie. El receptor NKp30 también reconoce
determinadas moléculas de HLA-B expresadas en situaciones de estrés celular o en células
alteradas (BAT3 y B7H6) y proteinas de citomegalovirus'® * mientras que los receptores Nkp44
y Nkp46 pueden reconocer también hemaglutininas de los virus influenza y sendai. NKp44 por si

mismo se une a glicoproteinas de las envolturas de los virus del dengue y del Oeste del Nilo!” y
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Nkp46 es capaz de unirse a vimentina expresada en la superficie de células infectadas por
Mycobacterium tuberculosis*®.

DNAM-1, NKp80 y 2B4 (CD244) se unen a proteinas sobre expresadas tanto en células
normales como malignas Yy el receptor 2B4, a su vez, reconoce LB infectadas por virus Epstein-

Barr's,

La gran mayoria de las células de nuestro organismo expresan en su superficie moléculas del
CMH-1. Esta molécula actta como ligando de los receptores inhibitorios presentes en la
superficie de las células NK*,

Sin embargo muchas de las células tumorales o infectadas por virus disminuyen la expresion de
CMH-I en su superficie para no ser detectadas por los linfocitos T citotoxicos y evitar su
eliminacion. No obstante, esto las hace susceptibles al efecto citotoxico de las células NK, puesto
que sus receptores de inhibicién detectan esta falta de CMH-I y ejercen por tanto su efecto

citotoxico sobre las mismas**.

Al encontrarse en contacto con la célula diana, las células NK reciben un conjunto de sefiales de
activacion e inhibicion mediante los receptores anteriormente mencionados y si el umbral de

activacion alcanzado supera al de inhibicion las células NK ejerceran el mecanismo citotoxico™®.

6.2.5. Funciones/Biologia

Las células NK son un tipo de linfocitos citotoxicos que contribuyen a la defensa del organismo,
por parte del sistema inmune, frente a procesos infecciosos o tumorales. Son capaces de lisar
células diana sin necesidad de sensibilizacion previa a través de tres vias principalmente: a)
Citotoxicidad directa mediante la liberacion de perforinas y granzimas de sus granulos que
inducen la apoptosis de las células diana®3. b) Lisis celular mediante un mecanismo no secretor a
través de la activacion de las vias de apoptosis por ligandos de la familia del TNF, como FasL
(Fas ligando) o TRIAL, que las células NK expresan en su superficie'®. Estos ligandos se
presentan en mayor densidad en las células CD56%™ y provocan una apoptosis mas lenta que el
mecanismo citotdxico anterior de perforina/granzima'®. En este caso, la union, por ejemplo, de la
molécula Fas (CD95) a su ligando FasL (CD95-L) produce la polimerizacion del receptor y la
agregacion de sus dominios de muerte intracitoplasmaticos, lo que finalmente desemboca en la
activacion de la via de las caspasas, produciéndose la apoptosis celular dependiente de esta via'®

19 ¢) Lisis mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) por activacion del
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receptor CD16, que se une a la fraccion Fc de la inmunoglobulina 1gG que se encuentra fijada a
los antigenos expresados sobre la superficie de la célula diana®®.

Las células NK son capaces de regular diferentes células del sistema inmune ya sea por contacto
directo o mediante la liberacion de citoquinas. La mayor fuente de IFN-y dentro del organismo
proviene de las células NK y esta citoquina es esencial en la activacion de los macréfagos por la
via clésica y tras la explosion respiratoria provocaran la liberacion de TNF el cual generara
trombosis en los vasos que irrigan el tumor provocando una disminucion del mismo. Ademas el
IFN-vy, favorece la diferenciacion de linfocitos T hacia un perfil Thl y ayuda a desencadenar la
respuesta citotoxica de los linfocitos T citotoxicos (LTC).

Si embargo, las células NK también son capaces suprimir la respuesta de LT mediante la
liberacion de citoquinas inmunosupresoras como la 1L-10 y el TFG-beta?® 3,

6.2.6. Citoquinas y células NK

Las celulas NK son capaces de regular la respuesta inmune adaptativa mediante la produccion de
citoquinas y a su vez diferentes citoquinas, estan implicadas en el desarrollo, proliferacion y el

correcto funcionamiento de las células NK?- 22,

Asi las citoquinas IL-2, IL-15, IL-18, IL-21 e IFN-alfa son necesarias para que las células NK se
activen y actien de forma correcta frente a sus células diana. Por otra parte, TGF-beta inhibe la

activacion de las células NK?,

La IL-2 es producida por LT activados y por células dendriticas ante estimulos microbianos y
estimula la supervivencia de las células mediante la induccion de mecanismos anti-apoptosis. Se
encarga también de estimular secrecion de IFN-gamma, la citotoxicidad y la proliferacion de las

células NK?,

La citoquina IL-15 también estimula la supervivencia celular de la misma manera que la IL-2 y
regula la activacion, proliferacion y citotoxicidad celular?®. Esta es una citoquina producida por
macrofagos y células dentriticas frente a agentes infecciosos u otros estimulos ambientales y es
capaz de activar a las células NK en reposo con mayor eficacia que la IL-2 y, a diferencia de IL-
2 que a altas concentraciones administradas produce toxicidad en el organismo, la IL-15 no la
genera y activa la expansion de ambas subpoblaciones de células NK, CD569" y CD56%™ (las

bajas dosis de I1L-2 estimulan CD56°119M)14.23,

La citoquina IL-18, secretada por macrofagos en respuesta a LPS (lipopolisacarido expresado en

10
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la membrana externa de bacterias gram negativas) y otros productos microbianos, estimula la
migracion de células NK hacia los nodulos linfaticos, donde entran en contacto e interaccionan

con células dendriticas, facilitando asi la comunicacion entre ellas®.

La IL-21, es secretada por células dendriticas y linfocitos Thl frente a estimulos infecciosos,
estimula la supervivencia, citotoxicidad (caracterizada por la produccion de intermediarios de
oxigeno (ROI) o de nitrdgeno (RNI)) y la secrecion de IFN-y, efectos que determinan la
capacidad anti-tumoral de esta citoquina®.

INF-alfa actGa sobre la citotoxicidad, proliferacion, secrecion de IFN-y y homeostasis de las
células NK. Esta citoquina también es capaz tanto de estimular como inhibir la secrecion de IFN-
v, indicando asi que posee diferentes vias de sefializacion para cada proceso?.

6.3. Inmunoterapia del cancer con células NK

Debido a su capacidad para detectar y eliminar células tumorales, las células NK se han
estudiado a nivel experimental como una herramienta util en la inmunoterapia frente a el
cancer!’. Algunas caracteristicas destacables para su uso, son el hecho de no necesitar una
sensibilizacion previa para provocar la lisis de la célula diana, la falta de especificidad ligada a
antigeno, su corto tiempo de vida y la facilidad que presentan para ser aisladas y expandidas in

vitro'*.

No obstante, muchas células malignas desarrollan habilidades para evadir la respuesta inmune
generada. Algunas de los mecanismos por los que las células tumorales evitan ser detectadas y
eliminadas por las células NK, son la incapacidad de estas células de llegar a los tumores debido

a la ausencia de una vascularizacion eficiente al comienzo del desarrollo de estos®® 24,

Otro mecanismo de evasidn consiste en la baja expresion de moléculas de adhesion o de
receptores de activacion en la superficie de la célula tumoral lo que dificulta su reconocimiento
por parte de las células NK. Ademas una sobreexpresion de moléculas de CMH-I en las células
tumorales provocara una estimulacién de los receptores de inhibicion impidiendo que estas
actlen sobre las células malignas. Ademas se ha visto que las células tumorales son capaces de
secretar citoquinas imunosupresoras como IL-10 o TGFbeta que inhibiran la produccién de
citoquinas activadoras de la inmunidad asi como la proliferacion de linfocitos'® 24.Con el fin de
potenciar la capacidad citotoxica de las células NK, éstas células fueron cultivadas en presencia

de IL-2 y posteriormente se realizaron trasplantes de células NK aut6logas o alogénicas para el

11
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tratamiento de diferentes tipos de cancer'® 6. Se sabe, ademas, que las células NK contribuyen al
efecto injerto contra tumor pero no producen enfermedad de injerto contra huésped (EICH), en la
que las células del sistema inmune de la persona que recibe el trasplante no reconocen como
propias las moléculas del HLA de las células del donante, provocando asi que las ataquen. El que
las células NK no produzcan EICH pero si actlen contra el tumor las hace aln més adecuadas

para los trasplantes anteriormente mencionados®®.

6.3.1. Tratamientos con IL-2 y células NK autologas

Como ya se ha mencionado previamente, la citoquina IL-2 es capaz de activar a las células NK 'y
aumentar sus mecanismos de citotoxicidad frente a las células tumorales. Se han realizado
cultivos de células NK in vitro en presencia de IL-2 y posteriormente han sido infundidas al
paciente mediante un trasplante autologo, observandose que dichas células mantenian su
capacidad citotdxica, pero junto a estas observaciones, aparecieron alguna mas: a) Altas dosis de
IL-2 producen elevada toxicidad en el individuo cuando se administra in-vivo, pues provocan el
sindrome de extravasacion capilar, ya que aumenta la permeabilidad capilar produciéndose fuga
de liquido desde el sistema circulatorio al liquido intersticial, lo que ocasiona hipotension,
hipovolemia, edema y shock. b) Los linfocitos T reguladores (Treg), que son capaces de inhibir
la accion de LT citotoxicos o células NK, por ejemplo, y que se caracterizan por tener receptores
de alta afinidad para IL-2 (CD25), son mas sensibles a bajas dosis de IL-2. Este hecho hace que
puedan competir por la IL-2 con las células NK CD569" estimulandose asi la funcion

inmunoreguladora de los Treg en vez de la accion de las células NK** 2,

En el afio 2003 Burns y colaboradores seleccionaron un total de 57 pacientes (de edad
comprendida entre 18-56 afios) con diferentes tipos de cancer (linfomas no Hodgkin, cancer de
mama o de rifion) y les administraron, en primer lugar, células NK cultivadas in vitro en
presencia de IL-2 y posteriormente, los pacientes recibieron por via subcutanea bajas dosis
diarias de IL-2. Dichos autores observaron que ademas de la ausencia de toxicidad de la IL-2 a
las dosis administradas, esta citoquina era capaz de producir un aumento en la poblacion de

linfocitos citotdxicos, sobre todo a nivel de células NK.

Ademas los receptores KIR de las células NK autélogas reconocen las moléculas del CMH del
huésped, pudiendo la interaccion entre ambos inhibir la accién de las células NK aut6logas.
Observaron también que la inmunosupresién que los tumores provocan en el individuo, mediante

la liberacion de citoquinas inmunorreguladoras, por ejemplo, afecta a las funciones de las células
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NK. Ademés la citoquina IL-2 puede estimular también LT reguladores aumentando su ndmero
y estos linfocitos pueden inhibir la accion citotoxica de las células NK aut6logas® 2% 27, Por
tanto, el uso de esta técnica deberia contemplar disminuir primero los niveles de LT reguladores
para asi evitar su expansion y después administrar la citoquina, de esta manera, la accion

antitumoral se veria aumentadal® 28

El tratamiento de los pacientes con esta técnica produjo mejoras en algunos casos de cancer . Asi
Miller y colaboradores en el afio 2005 realizaron un estudio sobre 43 pacientes con Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), carcinoma renal y melanoma y observaron que en el 30% de los
pacientes se consiguid remitir la enfermedad. Sin embargo, posteriormente aparecieron recaidas
y las células no alcanzaban su maxima capacidad citotoxica in vivo'* debido, en parte, a que las
células tumorales presentaban en su superficie moléculas propias del CMH-I que interaccionaban
con los receptores KIR inhibitorios de las celulas NK, disminuyendo su capacidad citotoxica.
Debido a esto, se comenzo a dirigir la investigacion hacia trasplantes de células NK alogénicas?®.

6.3.2. Tratamiento mediante celulas NK alogéenicas

La incompatibilidad entre los receptores KIR (receptores de inhibicion de las células NK) y sus
ligandos es un requisito previo necesario para la aloreactividad de las células NK. Es necesario
que, en el paciente que recibe las células NK alogénicas, haya una falta de uno o varios ligandos
KIR que si estan presentes en el donante, para que asi haya una respuesta clinica al tratamiento
ya que, en caso de no ser asi, los receptores de inhibicion reconocerian sus ligandos en las
células NK alogeénicas e inhibiria la accion de éstas. Al inhibirlas, no podrian actuar frente al

tumor y la terapia antitumoral seria un fracaso®*.

Se ha observado que en pacientes diagnosticados de leucemia, las células NK aloreactivas
administradas han estado implicadas en la supresion de la enfermedad injerto contra huésped asi
como en la liberacion de GM-CSF (factor estimulante de colonias) al reconocer los receptores de
las células NK aloreactivas moléculas del CMH-I del huésped en los transplantes de médula

6sea, facilitando después la produccion de células en la médula tras el transplante**°,

En un ensayo clinico del afio 2005 Miller y colaboradores suministraron a pacientes con
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) — tanto nifios (0-18 afios), adultos (18-65 afios), como
mayores(<65 afios) — células NK alogénicas. EI 26% de los pacientes presentd una remision

completa de la enfermedad.

13



S
S
=
[e)
=
~
Y]
I
Y]
=~
S
~
S
I
)
—
~
S
)
Q
<
=
S
o~

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

En otro ensayo realizado en el afio 2010 por Rubnitz y colaboradores sobre 10 pacientes de
edades entre 0.7 y 21 afios con LMA, a los cuales se les administraron células NK alogénicas y
posteriormente IL-2, ningun paciente presentd complicaciones a los dos afios de recibir el
tratamiento3 1631 Por otra parte, el tratamiento con células NK alogénicas no solo esta ligado
exitosamente a leucemias, si no que también ha obtenido resultados significativos y positivos en

tumores sélidos, como el cancer de pecho o de ovarios®®.

Hay ventajas respecto a este tipo de tratamiento como el hecho de que las moléculas de CMH-I
del organismo no pueden inhibir a las células NK alogénicas y por tanto pueden actuar frente a
las células tumorales, y que se ha demostrado mediante ensayos clinicos que puede remitir los
canceres (leucemia, de mama o de ovario, por ejemplo) en porcentajes superiores al 20%. No
obstante, debe tenerse en cuenta que el tratamiento con células NK aloreactivas presenta como
desventaja un elevado riesgo de desarrollar toxicidad precisamente por no presentar ligandos
compatibles con los receptores KIR, lo que puede a veces producir rechazo del organismo frente

a estas células NK alogénicas administradas** .

6.3.3. Tratamiento con células NK que expresan el receptor de antigeno

quimérico (CAR)

Los receptores de antigenos quiméricos son receptores obtenidos por ingenieria genética que
estan formados por la fusion de la zona de union al antigeno de un anticuerpo monoclonal con
uno o varios dominios intracelulares de sefializacion. El dominio externo se encarga de detectar
antigenos sobre expresados o bien expresados unicamente en la superficie de células tumorales
mientras que el dominio intracelular se encarga del envio de la sefial de activacion a la célula NK
sobre la que se encontraran expresados estos receptoress,

Los linfocitos que expresan CAR pueden ser dirigidos hacia dianas especificas actuando asi

sobre diferentes tipos de tumores®3.

Este tipo de receptores comenzaron a crearse para Linfocitos T y éstos se empezaron a utilizar en
la inmunoterapia. No obstante, debido a que producen EICH (necesitan sensibilizacion previa de
sus receptores con las moléculas de CMH-I del organismo y en el caso de que los receptores

quiméricos no reconozcan éstas moléculas como propias, se producira enfermedad injerto contra
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huésped), su uso debe estar restringido a células autdlogas (en este caso, los LT-CAR si
reconocen las moléculas CMH-I del organismo como propias y no atacan a las células del
huésped). En cambio, en el caso de las células NK, al no producir EICH, se pueden aplicar a

células alogénicas® *2,

Una linea celular modificada de células NK que se usa con los CAR es la de las células NK-92.
Estas células se caracterizan por poseer las caracteristicas propias de las NK como la
citotoxicidad y las produccién de citoquinas y, por otra parte, comparten con las células
tumorales su capacidad de reproducirse de manera ilimitada. Este tipo de células, modificadas
para expresar CARs, se han utilizado como tratamiento en diferentes tipos de canceres'*.

En la leucemia linfoblastica aguda (LLA) hay una sobreexpresion de marcador CD5 sobre la
superficie de las células T, por lo que se han desarrollado células NK-92 que expresan en su
superficie CAR dirigidos frente ese marcador®. Las células NK-92-CAR-CD5 han demostrado
su eficacia en ensayos in vitro realizados en el afio 2017 por Chen y colaborades, y en ensayos
con injertos en modelos murinos®. Para otros tipos de leucemias, como la linfocitica cronica
primaria o la mieloide aguda, donde hay sobreexpresion de CD19, también se han desarrollado

células NK-92-CAR-CD19 que han demostrado tener una gran capacidad citotoxica® 33,

En el caso de neuroblastoma, un tumor neuroendocrino muy frecuente en nifios, se encuentran
sobreexpresado el gangliésido GD2 y para su tratamiento se han desarrollado CAR frente a esta
molécula en el afio 2012 por Esser y colaborades observandose que las células NK-92-CAR-

GD2 eliminan con éxitos aquellas células tumorales con ese marcador en su superficie®3.

En el caso del glioblastoma, un tumor cerebral, se puede combatir con CAR dirigido frente al
receptor EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico). Este tipo de tratamientos han
demostrado su eficacia en ensayos in vitro y se esta a la espera de resultados in vivo en ensayos

clinicos®,

Como se ha mencionado, las células NK-92-CAR pueden ser dirigidas a todo tipo de tumores
como por ejemplo, la sobreexpresion de HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano) en cancer de mama o los ejemplos destacados anteriormente (EGFR en glioblastoma o
GD2 en neuroblastoma). Sin embargo ante la presencia de células con una elevada capacidad

citotoxica y de proliferacion es necesario la presencia de un mecanismo de regulacion negativa
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que permita controlar el tiempo que estas células circulan por el organismo para evitar la

aparicion de EICH al reconocer moléculas propias como extrafas.

Este control sigue bajo investigacién a dia de hoy, esperando conseguir algun sistema de

autorregulacion que permita obtener tratamientos seguros con CAR*® 33,

6.3.4. Tratamiento a través de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC)

Las células NK presentan en su superficie el marcador CD16, el cual reconoce la fraccion Fc de
la inmunoglobulina 1gG asi como a células diana recubiertas por estos anticuerpos. EI CD16, al
reconocer celulas diana, manda a través de los motivos ITAMs presentes en sus receptores

sefiales de activacion a la célula NK, que provocara la lisis de la célula tumoral®* 3,

Los tratamientos frente al cancer con anticuerpos monoclonales son amplios y variados,
habiéndose desarrollado diferentes tipos como el anticuerpo anti-CD20 (Rituximab) o anti-HER2
(Trastuzumab) frente al linfoma no-Hodgkin o cancer de mama respectivamente. En la terapia
antitumoral con anticuerpos monoclonales, se ha visto que el mecanismo de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos de las células NK juegan un papel importante, ya que en 2010
Junttila y colaboradores observaron que cuando se utilizaba Trastuzumab mutado en el
tratamiento del cancer de mama , este anticuerpo monoclonal carecia de efecto antitumoral al
perder su capacidad para unirse a CD16, demostrando asi la implicacion de la ADCC en la

terapia anticancerosa®* 3,

Por otra parte, en ensayos realizados en el afio 2006 por Ferrara y colaboradores en ratones con
Rituximab, en los que se aumenté por ingenieria genética la afinidad a estos anticuerpos
monoclonales hacia el marcador CD16, se observd un mayor efecto citotoxico por parte de las
células NK. Este nuevo anticuerpo se denomind Obitunuzumab y se observd que tenia

capacidades antitumorales mayores y mas efectivas que Rituximab®*,
En un ensayo clinico de fase Il realizado en el afio 2014 por Goede y colaboradores sobre

pacientes enfermos de leucemia linfoide cronica que estaban también tratados con quimioterapia,

se administr6 a éstos Obitunuzamb junto con Clorambucilo (antineoplasico analogo de la
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mostaza nitrogenada que interfiere en la transcripcion y replicacién del ADN celular) y se vio
que la tasa de supervivencia y de progresion libre de enfermedad (LLC) era més alta en estos
pacientes tratados con Obitunuzamb y Clorambucilo que en aquellos pacientes tratados con
Rituximab y Clorambucilo®.

7. Conclusiones

1.- El céncer es uno de los mayores problemas de salud a escala global hoy en dia. Multiples
investigaciones se han llevado a cabo para obtener tratamientos eficaces contra esta enfermedad
y una de ellas, la inmunoterapia con células NK, esta comenzando a dar sus frutos mediante

avances en los ultimos afos.

2.- Los tratamientos iniciales con células NK aut6logas y con la citoquina IL-2 eras capaces de
remitir la enfermedad pero las recaidas eran frecuentes y las células no alcanzaban su maxima

capacidad citotdxica in vivo.

3.- Diferentes ensayos clinicos realizados del afio 2000 en adelante han demostrado que el
tratamiento de canceres con células NK alogénicas o mediante células NK-92 produce remision

de la enfermedad en porcentajes superiores al 20%.

4.- Los tratamientos con células NK alogénicas producen menos recaidas y complicaciones que
los realizados con células NK aut6logas pero presentan mayor riesgo de desarrollar citotoxicidad
debido a que los receptores inhibitorios de las células NK alogénicas no presentan

compatibilidad con sus ligandos en el huésped.

5.- La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos juega un papel importante en la accion

antitumoral de los anticuerpos monoclonales.
6.- Los anticuerpos monoclonales que tienen potenciada su unién a los marcadores CD16

(mediante ingenieria genética) poseen mayor actividad antitumoral que aquellos que no han sido

sometidos a este proceso.
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7.- La inmunoterapia con celulas NK se ha utilizado como tratamiento en diferentes tipos de

canceres, como LMA, cancer de mama o de ovario.
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