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Resumen:

El melanoma es un tumor maligno originado en los melanocitos. Representa el 4% de todos los
tumores malignos de la piel y es responsable del 80% de todas las muertes por cancer de la piel. En
las Ultimas décadas su incidencia ha aumentado considerablemente en el mundo, convirtiéndose
en un problema de salud publica. Es por ello que se buscan alternativas de tratamiento novedosas
como lo es la inmunoterapia con células Natural Killer (NK). Las células NK son miembros de las
células inmunes innatas y estan dotadas de una potente actividad citolitica contra los tumores,
ademas actlan como células reguladoras del sistema inmunitario. En el melanoma las estrategias
terapéuticas basadas en células NK, consisten en agregar estimulantes inmunes para producir efectos
sinérgicos, realizar la transferencia adoptiva de células NK expandidas in vitro o modificadas
genéticamente para que sean mas fuertes y resistentes, y por ultimo, la transferencia de nano
vesiculas secretadas por las células NK conocidas como vesiculas extracelulares (EVs) que han
cobrado atencion por los efectos antitumorales mostrados en estudios preclinicos. Estas estrategias
terapéuticas basadas en las células NK permiten superar la capacidad de las células tumorales de
escapar de la vigilancia inmunoldgica con alta eficiencia y ausentes efectos adversos, por ahora
probada en tumores hematolégicos, por lo cual, se convierten en una posible terapia prometedora
para el tratamiento del melanoma y otros tipos de tumores sélidos.

Palabras clave: Melanoma, Inmunoterapia celular, células Natural Killer, estimulantes inmunes,
vesiculas extracelulares.

Natural Killer Cells: A New Route of Imnmunotherapy for Melanoma?

Summary

Melanoma is a malignant tumor that originates from melanocytes. This entity represents 4% of all
malignant skin tumors, and is responsible for 80% of all skin cancer deaths. In recent decades, its
incidence has increased considerably in the world, becoming a public health problem. That is why
alternatives are sought for novel treatments such as immunotherapy with Natural Killer cells (NK).
NK cells are members of the innate immunity, and are endowed with a powerful cytolytic activity
against tumors. Also, they act as regulatory cells of the immune system. In melanoma, the therapeutic
strategies based on NK cells consist of adding immune stimulants to produce synergistic effects on
cells, and then perform an adoptive transfer of NK cells that were expanded in vitro or genetically
modified to make them stronger and more resistant. Lastly, the transfer of nanovesicles secreted by
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extracellular vesicles.

NK cells known as extracellular vesicles (EVs). These vesicles have gained attention for antitumor
effects shown in preclinical studies. These therapeutic strategies based on NK cells allow to overcome
the capacity of tumor cells to escape immunological surveillance with high efficiency and lack of
adverse effects. At present, they have been proven in hematological tumors, thus, becoming a
promising potential therapy for the treatment of melanoma and other types of solid tumors.

Keywords: Melanoma, Cellular immunotherapy, Natural Killer cells, immune stimulants,

Introduccion

El melanoma es un tumor maligno originado en los
melanocitos. Representa solo 4% de todos los tumores
malignos de la piel pero es responsable, aproximadamente,
de 80% de todas las muertes por cancer de la piel'. Las
primeras descripciones de la enfermedad se remontan al siglo
V a.C. y se atribuyen a Hipdcrates cuando hacia referencia a
un «tumor negro fatal». Las aportaciones de los primeros
observadores fueron muy valiosas, pero fue en el siglo XIX
cuando se puntualizaron los conceptos y principios basicos
que perduran hoy dia como la relacién con ciertas
caracteristicas fenotipicas, potencial hereditario, importancia
de la remocién quirdrgica del tumor en fases tempranas y la
diseminacion a partir de la lesion primaria?. Su incidencia ha
aumentado a nivel mundial y se ha convertido en un
problema de salud publica. Segun la Fundacién de Cancer de
Piel el 20% de los estadounidenses desarrollaran cancer de
piel®, y la Sociedad Americana contra el Cancer estimé que
para el afo 2020 en Estados Unidos se reportaran 100.350
nuevos casos de melanoma y 6.850 morirdn a causa de este
cancer, recordando que el riesgo de padecerlo aumenta hasta
en un 2,6% de acuerdo al fototipo cutaneo. Sin embargo, la
deteccion precoz marca la diferencia en el 99% de los casos,
en Estados Unidos la tasa de supervivencia es de 5 afnos
cuando el melanoma se detecta de forma temprana, baja al
65% si la enfermedad llega a ganglios linfaticos y al 25% si
se propaga a oOrganos distantes* Existen diversos
tratamientos para este proceso maligno, dentro de la mas
novedosas y prometedoras se encuentra la inmunoterapia;
tratamiento basado en la activacién o inhibicién del sistema
inmunitario (SI), de forma que éste sea capaz de combatir la

enfermedad, a través de sustancias producidas por el cuerpo

humano o fabricadas en el laboratorio. Los avances pioneros
en esta terapia han llevado a un progreso significativo en el
tratamiento de pacientes con melanoma avanzado, y ha
transformado por completo nuestra visién sobre el
tratamiento del céncer, ya que este enfoque terapéutico
conduce a respuestas duraderas en pacientes con diferentes
tipos de tumores. Las inmunoterapias actuales se basan en un
bloqueo de los reguladores negativos del sistema inmunitario
adaptativo (puntos de control inmunitario) que liberan
respuestas de células T CD8 anticancerigenas. Durante los
procesos de inmunoedicién, las células cancerosas
desarrollan numerosas estrategias para evitar ser reconocidas
por las células T CD8, sin embargo, estos canceres pueden ser
atacados por células Natural Killer (NK)*, es por ello que nos
proponemos estudiar la aplicacion de las células NK como

nuevos enfoques de la inmunoterapia contra el melanoma.

1. Las Células Natural Killer (NK): caracteristicas,
tipos y funciones

Las células NK, identificadas por primera vez en 1975 son
abundantes en la piel y se consideran la subpoblacion de
células inmunes mas efectiva para controlar y eliminar las
células enfermas in vivo®. Como miembros de las células
linfoides innatas (ILC) juegan un papel critico en la defensa
temprana del huésped contra los patdgenos invasores y las
células transformadas. ActGan como las primeras células
efectoras dentro del sistema inmunitario innato con respuesta
antitumoral, comprendiendo entre el 10 y 15% de los
linfocitos circulantes. Se definen fenotipicamente por la
expresion de la glicoproteina CD56 y la falta de CD37.

Dermatol Venez * Vol.59 * N°1 ° 2021

19



REVISION

Tipos de células NK

Las células NK se distinguen en dos grupos funcionalmente
distintos, de acuerdo a la densidad de expresién del CD56 en su
superficie: NK CD56 “"bright” y CD56 “dim”.

Las NK CD56 dim representan el 90% de las células NK
circulantes, son de baja proliferacién, producen pocas
citocinas pero estan equipadas con una fuerte capacidad
citotoxica. La muerte de las células objetivo ocurre a través
de la liberacion de perforina y granzimas: la primera causa la
perforacién de la membrana de la célula objetivo, lo que
permite que la Ultima ingrese a la célula e induzca la
apoptosis. Otros mecanismos de destruccién incluyen las
interacciones entre los receptores de muerte expresados en
objetivo y los ligandos
expresados en células NK, y el de la citotoxicidad celular

las células correspondientes
dependiente de anticuerpos (ADCC) mediada por el receptor
de membrana altamente expresado CD16, que reconoce la
porcion Fc de los anticuerpos IgG.

Las CD56 bright corresponden al 10% restante de células
NK circulantes, tienen una expresion baja o ausente de CD16,
son poco citotdxicas pero mas proliferativas y ejercen una
funcion inmunomoduladora a través de la secrecion de
citocinas como interferén (IFN) -y, factor de necrosis tumoral
B, factor de estimulacion de colonias de macréfagos de

granulocitos, IL-10 e IL-137.

Funciones

Las células NK utilizan un conjunto de receptores
activadores e inhibidores para ejercer sus funciones. Los
inhibidores (KIR / CD158, NKG2A / CD159a, NKG2C / CD159¢)
para detener la destrucciéon de células intactas, y los
activadores (NKG2D / CD314, NCR, DNAM1 / CD226, CD16)
que inician la respuesta inmune contra el cancer y células
infectadas por virus, siendo uno de los principales activadores
el receptor NKG2D, involucrado en la lisis mediada por células
NK®. Este grupo de receptores le permite reconocer la
expresion de proteinas alteradas para luego destruir células
estresadas como melanocitos premalignos y desarrollar una
respuesta antitumoral dentro del microambiente tumoral
(TME) antes de que aparezca el melanoma clinico, sin la
necesidad de sensibilizacion previa a antigenos especificos.
En la piel, las células NK contribuyen a la reparacién de
tejidos y la homeostasis, ademas tienen un papel clave en el

sistema inmunitario de defensa innata y en la vigilancia

inmune del cancer. Estas células también eliminan
selectivamente las células madre tumorales, reduciendo el
tamafo del tumor y retrasando la progresién metastasica’.
Reconocen y eliminan células anormales que carecen de
restriccion de MHC I como las células del melanoma o sin
sensibilizacion previa. Esta caracteristica de las células NK es
extremadamente relevante para la terapia del cancer cuando
se considera la alta frecuencia de tumores defectuosos. Al
formar sinapsis inmunes con células diana, las NK liberan
granulos citoliticos preformados, que incluyen perforina y
granzimas, cuya funcién es inducir la lisis celular, sin
embargo, los canceres emplean diversas tacticas para
retrasar, alterar o incluso detener la inmunidad antitumoral,

lo que lleva a fallas en el control del crecimiento tumoral®.

2.-Interaccion molecular entre el sistema

inmunitario (SI) y el cancer

El sistema inmunitario (SI) tiene la capacidad de reconocer
y eliminar antigenos (por ejemplo virus, bacterias), células
tumorales antes de que crezcan y eliminar tumores ya
formados, lo que se define como vigilancia inmunoldgica,
pero también puede reconocer lo propio, ya que las células
de cada individuo expresan antigenos en su superficie como
marcas de identidad, y esto se conoce como tolerancia
inmunolégica®.

Durante la progresion del tumor, el SI juega un doble
papel debido a una interaccion dindmica entre las células
inmunes y malignas caracterizadas por tres fases diferentes:
eliminacién, equilibrio y escape®. Las células tumorales
expresan antigenos de superficie y antigenos secretados,
denominados antigenos asociados a tumor. Estos son
reconocidos como extrafios por el SI, debido a que cuando
las células normales se convierten en células cancerosas,
algunos de los antigenos de su superficie cambian o mutan,
haciéndolos reconocibles por el SI como antigenos extrafios.
La identificacion de estos antigenos ha sido fundamental para
entender como ocurre el reconocimiento de los tumores por
el SI, para desarrollar estrategias que permitan modular las
respuestas inmunes para atacar el cancer. Es asi como el SI
realiza constantemente una vigilancia en todo el cuerpo para
detectar la aparicion de células tumorales andmalas,
destruirlas y eliminarlas antes de que continte creciendo un
tumor'®. Si bien este proceso ocurre constantemente en
nuestro organismo, muchas veces no ocurre en forma
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eficiente. El SI puede reconocer y eliminar de manera natural
las células tumorales, ejerciendo cierta presion selectiva que
los tumores deben evadir para poder crecer, sin embargo, la
teoria de la inmunoedicién propone un proceso de 3 fases: a)
Eliminacion, mediante la cual el SI puede reconocer y
deshacerse de las recientemente
originadas; b) Equilibrio, donde el SI puede seleccionar y/o
promover variantes de células tumorales que sobrevivan al

células tumorales

control inmunoldgico, y c) Escape, en la cual el tumor, a
través del desarrollo de mecanismos de resistencia, puede
evadir la respuesta inmunitaria.

La mayoria de los tumores s6lo expresan una baja cantidad
de antigenos que pueden ser reconocidos como extrafios, de
modo que la capacidad de inducir una respuesta inmune
potente tiende a ser escasa. Por otro lado, el rapido
crecimiento y propagacién de los tumores muchas veces
sobrepasan la capacidad del SI para erradicar todas las células
tumorales, y para el control efectivo del tumor se requiere que
todas las células neoplasicas sean eliminadas. Los tumores
disponen de mecanismos especializados para evitar las
respuestas inmunes del organismo (evasién inmune por los
tumores), como por ejemplo: 1) Las células tumorales
disminuyen o no expresan antigenos en su superficie,
impidiendo el reconocimiento por parte de las células del
sistema inmunitario, 2) Secrecion de sustancias que
disminuyen el funcionamiento del SI, incapacitando a los
linfocitos para actuar, 3) El tumor puede crecer sin generar
inflamacion; provocando que no exista ninguna sefal de

[ Células tumorales I

@

©

peligro que indique la presencia de una enfermedad; cuando
ocurren estos mecanismos, la respuesta inmune es de tipo
tolerogénica con respecto al tumor™. 4) Reclutamiento de
células al sitio del tumor y supresién de la respuesta
antitumoral, el tumor genera factores inmunosupresores
como TGF-B, VEGF, IL-6 o IL-10 que induce la movilizacién
de células de fenotipo y actividad supresora como los
linfocitos T reguladores, células mieloides supresoras, células
dendriticas tolerogénicas y los macréfagos asociados al
tumor. Estas células pueden inhibir la proliferacién de
linfocitos T especificos del tumor, inducirlos a un estado de
anergia o conducirlos a la apoptosis a través de distintos
mecanismos como la secrecién de TGF-B o prostaglandina-E2,
entre otros' (Figura 1).

Como ya fue mencionado el SI tiene la capacidad de
evitar el ataque a las células normales del cuerpo, y para
ello utiliza proteinas presentes en las células inmunitarias
que necesitan ser activadas (o desactivadas) para iniciar
una respuesta inmunitaria, por lo cual son denominadas
“puntos de control”. Dentro de estas proteinas tenemos el
antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos (CTLA-4): regulador
negativo de la respuesta inmune, que inhibe la preparaciony
activacién de linfocitos T a nivel central y la proteina de
muerte celular programada 1 (PD-1) receptor inhibitorio que
se expresa en linfocitos T activados, linfocitos B y NK en el
momento de una respuesta efectora en curso. En ocasiones,
las células del melanoma usan estos puntos de control para
evitar ser atacadas por el sistema inmunitario convirtiéndose
en otro punto de evasién por parte del tumor',

Qo

CTL tumor

TAM especificos
Argl i

. TOo ““”f:r

Mnses INOS Bpoprosis

Figura 1. Reclutamiento de células al sitio del tumor y supresion de la respuesta antitumoral. A.- Produccion de factores inmunosupresores: TGF-$3, VEGF, IL-6 o IL-
10 por parte del tumor. B.- Movilizacion de células de fenotipo y actividad supresora: linfocitos T reguladores, mieloides supresoras, células dendriticas tolerogénicas
y macréfagos asociados al tumor. C.- Estas células pueden inhibir la proliferacion de linfocitos T especificos del tumor, inducirlos a un estado de anergia o apoptosis
a través de distintos mecanismos como la secrecion de TGF-B, IL-6, IL-10, IL-13, IL-23, prostaglandina-E2 (PGE2) o la expresion de enzimas como IDO, arginasa | o

iNOS.
Adaptado de Malvicini M, Puchulo G, Matar P, et al.

Medicina; 2010;70:565-570
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Influencia del microambiente tumoral (TME) del
melanoma sobre la funcion de las NK.

En la mayoria de los tumores sélidos, las respuestas de
las células NK son en gran medida ineficaces, posiblemente
debido a dos factores diferentes: el TME supresor influye
negativamente en la disponibilidad de células NK totalmente
competentes en el sitio del tumor, y la persistencia del tumor
que promueve la inmunoedicion.

La frecuencia de células NK es generalmente baja con
respecto a los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), y las
mismas se agrupan alrededor del estroma, sin interacciéon con
células malignas. Ademas, las células NK de pacientes con
cancer a menudo muestran un fenotipo alterado que se debe
a los mecanismos de supresién inducidos por el tumor y se
asocia con la progresion del cancer’.

Las evidencias acumuladas indican que TME produce

moduladores solubles que regulan negativamente la
maduracién, la proliferacion y la funcion efectora de las
células NK, uno de ellos es el TGF-B, citocina producida en
el TME por las células tumorales y otras células del
estroma siendo la principal citocina inhibitoria de las NK,
limitando su citotoxicidad y funcién antimetastasica. Las
plaquetas activadas en TME inhiben la citoxicidad de NK,
a través del desprendimiento y la transferencia de sus
moléculas de MHC-I a células tumorales, los fibroblastos
deterioran la capacidad de activacién mediada por el receptor
DNAM-1, reduciendo la actividad citolitica de las células NK
y por ultimo, la produccion de prostaglandina E2 (PGE2)
suprime selectivamente la funcién efectora de las células NK,
y representa un regulador clave de la actividad de estas
células™. Las células NK liberan IFN-y e inducen la produccién
de PGE2 por las células de melanoma que inhibe la funcién
de las células NK regulando negativamente la expresién de
los receptores activadores, contribuyendo alin mas al escape

del tumor’3,

Las células de melanoma humano pueden afectar
directamente la expresion de los receptores activadores en
las células NK a través de la modulacion de sus ligandos
afines. Paraddjicamente, la sobreexpresiéon de ligandos
activadores se ha demostrado como un mecanismo principal
de regulacién negativa. Los ligandos activadores también
pueden desprenderse de la superficie celular en el TME.

Ambos procesos inducen la hiperactivacion del receptor, lo
que resulta en su desensibilizacién e internalizacion para
prevenir el dafno tisular. Esto a su vez provoca una fuerte
reduccion del potencial citotéxico de las células NK. De
hecho, el aumento de los niveles del ligando NKG2D, ULBP2,
en suero de pacientes con melanoma se ha correlacionado
con el tamafo del tumor, la progresién de la enfermedad y
el mal prondstico. Ademas, en melanoma metastasico se
expresan menos ligandos de NKG2D que sus contrapartes
primarias, lo que deriva en una menor supervivencia’.

Inmunoedicion de melanoma mediada por células NK

En un estudio reciente, se describié un nuevo mecanismo
de inmunoedicion por el cual las células de melanoma
adquieren resistencia a las células NK activadas por
interleucina (IL) -2. Primero se observo que en las lesiones de
melanoma primario, habia una infiltracion de células NK
bastante limitada. Con base en este hallazgo, se intento
reproducir esta situacion in vitro. Establecieron co-cultivos de
células NK de melanoma en proporciones E / T que reflejan
infiltrados de células NK (es decir, proporciones bajas de
células NK / tumor). Descubriendo que, después de una
muerte inicial de células tumorales, las células NK y las células
residuales de melanoma persistieron en equilibrio durante
varios dias. En linea con este descubrimiento, se observd que
después de 2 dias de co-cultivo, las células de melanoma
aumentaron la expresién de moléculas HLA-I (clasicas y no
clasicas) en la superficie celular y se volvieron resistentes a la
muerte mediada por células NK. El aumento de la expresion
de HLA-I fue consecuencia de la liberacién de IFN-y por las
células NK tras la interaccién con las células de melanoma.
Ademas, el nivel de IFN-y era proporcional a la fuerza de
la estimulacién de células NK inducida por melanoma.
Dado que la adquisicion del fenotipo resistente en las
células de melanoma se correlacion6 inversamente con la
magnitud de la lisis inicial de las células tumorales
mediada por NK, el aumento del potencial citolitico de las
células NK (p. Ej. exposicién a IL-15) podria superar
parcialmente la resistencia de las células de melanoma.
Curiosamente, la regulacion positiva de la expresion de

HLA-I en las células tumorales, si bien favorece la resistencia
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a la muerte mediada por NK, puede aumentar la sensibilidad
de las células de melanoma a las respuestas de las células T.
Aunque esto puede ser cierto para las moléculas clasicas de
HLA-Clase I, la regulacion ascendente paralela de moléculas
de HLA-I

experimental) puede afectar negativamente las respuestas de

no clasicas (como ocurri6 en el entorno
las células T. Ademas, como sugiere el estudio histologico y
anélisis de muestras de melanoma primario, la regulacion al
alza de HLA-I en

melanoma'#'7 (Figura 2).

realidad puede estar confinada al

3.-La inmunoterapia como estrategia terapéutica
contra el melanoma

La base de la inmunoterapia es la manipulacién del
sistema inmunitario para que se active contra los tumores,
ésta aumenta la capacidad del cuerpo para combatir el
melanoma y otros tipos de cancer mediante el uso de
versiones sintéticas de proteinas naturales del sistema
inmunitario, o al permitir la liberacién de células que atacan
los tumores. La inmunoterapia actual del melanoma se basa
en el uso de terapia de bloqueo de los llamados puntos de

Fases tempranas: B Fases tardias;
A CONTROL INMUNOEDICION
- Células —
MK
Células
NK Otras células
inmunes |
Otras células
inmunes @ @

® @

C Fases tardias:
ESCAPE
:.T:“ vod Células
NK
" Otras células
Bajo ' Elevade
‘ Expresion de inmunes /
= ® @

Figura 2. Inmunoedicién de melanoma mediada por células NK. A.- Células NK en conjunto con otras células inmunitarias, controlan las primeras fases del crecimiento
tumoral. B.- Bajo estimulo de citocinas proinflamatorias y la interaccion con células diana, las células NK producen IFN-y e inducen sobre regulacién de HLA-I en
células de melanoma. C.- Aumento de la proliferacién de células de melanoma resistentes a las células NK, produce la disminucién de las proporciones de células NK

/ células de melanoma.

Adaptado de: Balsamo M, Pietra G, Vermi W et al. Oncoimmunology. 2012; 1:1607-1609.
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control inmunitario (Figura 3). Esta estrategia terapéutica
tiene como objetivo liberar directamente la respuesta inmune
antitumoral en lugar de atacar a las células cancerosas,
superando la necesidad de identificar antigenos tumorales
especificos pero generando una respuesta inmune especifica.
Los dos anticuerpos monoclonales (mAbs) de punto de
control antiinmunitario ya utilizados en pacientes con
melanoma son el Anti CTLA-4 (ipilimumab) y anti PD-1
(nivolumab). El ipilimumab fue uno de los primeros
empleados en pacientes con melanoma, indujo un beneficio
de supervivencia significativo, con un 15% de pacientes
tratados que sobrevivieron méas de 5 afios, y una proporcién
de sobrevivientes a largo plazo mayor que los respondedores
objetivos. En 2010, la Administracién de Drogas y Alimentos
de

tratamiento del melanoma avanzado como la primera terapia

los Estados Unidos aprobo el ipilimumab para el
que demuestra un beneficio de supervivencia. El nivolumab
ha sido el primer anticuerpo anti-PD-1 probado en
pacientes con melanoma, mostrando tasas de respuesta
objetiva rapida y duradera, con un 45% de los pacientes
que respondieron, logrando una respuesta parcial o
completa en 8 semanas y una duraciéon media de
respuesta de 104 semanas. Dado que diferentes puntos
de control juegan diferentes roles en la regulacién de
la inmunidad y los tumores pueden suprimir el sistema
inmune en varios niveles, es razonable especular que los

enfoques de inmunoterapia combinada serian mas
efectivos en comparaciéon con las monoterapias, como
de

ipilimumab y nivolumab con una reduccién de la carga

por ejemplo la administracion concurrente

tumoral superior al 80%.

Considerando que no todos los pacientes responden a
las inmunoterapias actuales y los efectos adversos severos
que pueden ocurrir durante la terapia, surgen nuevas
terapias como la
Killer”18-22 (Figura 4).

inmunoterapia con células Natural

4.- Células NK como inmunoterapia contra el
melanoma

Las inmunoterapias basadas en células NK se han utilizado
ampliamente y con éxito para diferentes tumores malignos
hematologicos, particularmente leucemia mieloide aguda y
contra tumores soélidos con un éxito modesto?*?4  Sin
embargo, los tumores sélidos contintdan planteando desafios
terapéuticos Unicos, y las terapias citorreductoras
convencionales han demostrado tener una eficacia limitada,
ya que escapan de la vigilancia inmunoldgica, proliferan
rapidamente y hacen metéastasis. Por otra parte, se suman las
anormalidades en las células NK, como la disminucién de la
expresion de los receptores de activacion o la sobreexpresion
de los receptores inhibitorios, disminucién de la activacion y
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Figura 3. Inmunoterapia actual contra el melanoma
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la persistencia, la produccién defectuosa de citocinas,
sefializacion intracelular anormal, el seguimiento ineficaz del
sitio del tumor y la senescencia que resulta en una respuesta
citolitica defectuosa. Todos estos factores son los principales
contribuyentes a la pobre respuesta de las estrategias
basadas en células NK contra tumores sélidos?>. Ademaés, las
células NK de pacientes con cancer muestran fenotipo
alterado, debido a los mecanismos de supresién inducidos
por el tumor resultando en progresion del cancer, esto puede
implicar una bajo regulaciéon de los receptores de activaciéon
y / 0 una sobre regulacion de los receptores inhibitorios. Esto
se evidencia en pacientes con melanoma metastasico, donde
las NK muestran un fenotipo con alta expresion de KIR, y baja
regulacion de los receptores de citocinas estimulantes, que
dan como resultado defectos funcionales en su capacidad de
proliferar, secretar citocinas y matar células diana, por lo que
el objetivo de la inmunoterapia con NK es impulsar la
activacién inmune a través de estrategias que mejoren la
cantidad y calidad de la respuesta inmune antitumoral®’.

Las estrategias terapéuticas basadas en las células NK
para superar la resistencia en tumores solidos son: 1)
Transferencia de estimulantes inmunes para producir efectos
sinérgicos, 2) Transferencia adoptiva de células NK
expandidas in vitro o modificadas genéticamente para que
sean mas fuertes y resistentes y 3) Transferencia de vesiculas
extracelulares secretadas por las células NK®.

1) Transferencia de estimulantes inmunes:

Citocinas: se emplean citocinas que promuevan la
supervivencia, la proliferacion, la diferenciaciéon y la
activacion de los linfocitos y mejoren la funcién antitumoral
de las NK, como laIL- 2 e IL-15. La IL-2 es una de las citocinas
mas utilizadas para aumentar la citotoxicidad de las células
NK, sin embargo, una terapia con dosis altas de IL-2 conduce
a efectos adversos graves como fugas vasculares y lesiones
organicas causadas por la activacién del endotelio
vascular, donde se expresa el receptor de alta afinidad para
IL-2 (IL-2Rabg). Los linfocitos T reguladores también expresan
el IL-2Rabg, por lo cual, pueden inhibir la proliferacion y
citotoxicidad de las NK. Para superar estos efectos se
desarrollé un nuevo mutante de IL-2 llamado "super-IL-2" con
mayor afinidad por la subunidad IL-2 /15Rb presente en las
células NK. También se probdé una proteina de fusién
recombinante compuesta por una proteina de unién a NKG2D
codificada por el virus de la viruela que estimula de manera
preferencial a las células que Ilevan NKG2D, sin activar células
portadoras de IL-2Ra y no induce efectos secundarios en
animales.

Una alternativa superior a IL-2 es la IL-15, que estimula
preferentemente las células T CD8+ de memoria y células NK
maduras e inmaduras. La IL-15 es la principal citocina
involucrada en la citotoxicidad, la homeostasis y el desarrollo
de células NK. En el primer ensayo clinico en el que se
infundio IL-15 humana recombinante (IL15rh) a pacientes
con neoplasias malignas metastasicas, se observd
proliferacion de células NK. ALT-803 es un superagonista
de IL-15 disefiado para simular la tipica presentacion trans
de IL-15 sin la participacion de las células presentadoras
de antigeno®, tiene una vida media mucho mas larga que la
IL-15rh (25 h vs <40 min), lo que puede conducir a un
aumento de la ADCC.

Anticuerpos monoclonales (mAbs): para promover
directa y/o indirectamente las funciones de las células NK in
vivo y ayudar a redirigir su citotoxicidad.

a) El uso de anticuerpos especificos de tumor para mediar
ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) de
células NK a través de la union de la parte Fc del mAbs
antigeno asociado a tumor (TAA) y el receptor de activacién
CD16A expresado en la célula NK. b) La aplicacién de mAbs
enganchadores de células NK bi-especificos o tri-especificos
(BiKEs o TriKEs) que contienen fragmentos variables de
cadena sencilla (scFv) contra los TAA y los receptores
activadores de las células NK (CD16 o NKG2D) para crear una
sinapsis inmunolodgica entre las células NK y célula tumoral,
potenciando la actividad litica y la liberaciéon de citocinas de
las células NK para atacar tumores. c) Los mAbs dirigidos a
los puntos de control inmunoldégico para liberar la inhibicion
de células NK 'y aumentar la actividad antitumoral.

En conclusién, la administracion de citocinas estimuladoras
(IL-2, IL-15) y anticuerpos a pacientes desencadena la
activacién y expansion de las células NK autdlogas y aumenta
su citotoxicidad®.

2) Transferencia adoptiva de células NK:

La transferencia adoptiva de células NK autdlogas
expandidas ex vivo para el tratamiento de pacientes con
linfoma, cancer de colon, cancer de mama y cancer de
pulmon se ha probado en una variedad de ensayos clinicos
observandose un efecto antitumoral muy limitado. La razén
principal es que los receptores inhibidores en las células NK
autdlogas coincidian con MHC clase I propia presentada en
las células tumorales, y estas sefales de "auto"
reconocimiento inhibieron posteriormente la activacién de las
células NK. Por lo anterior, se realizaron ensayos clinicos de
tumores malignos hematolégicos y tumores sélidos
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(melanoma, neuroblastoma cancer de mama, ovario,
carcinoma de células renales, colorrectal y hepatocelular),
empleando como inmunoterapia: A.- Las células NK derivadas
de PBMC aloreactivas. Estas células se obtuvieron de NK
primarias de sangre periférica (PB), de una linea celular NK
clonal (NK-92- aprobada por la FDA/EEUU), y células NK
diferenciadas de células madre pluripotentes humanas
(hPSC), incluidas las células madre / progenitoras
hematopoyéticas (HSPC) de la sangre del cordén umbilical
(UCB), las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) y los
embrionarios humanos. Posteriormente estas NK expandidas
se infunden a los pacientes directamente o junto con
estimulantes inmunes con el fin de obtener una mayor
actividad de destruccion tumoral. B.- Las células NK con
modificacion genética. A diferencia de las estrategias
inmunoestimuladoras que implican el suministro de
moléculas para ayudar a las células NK, las estrategias de
modificacion genética inducen cambios en la genética de las
células NK directamente, lo que conduce a cambios
prolongados y sostenidos en las células. Entre ellos, la
modificacion genética de las células NK para expresar
receptores de antigeno quimérico (CAR) ha llamado cada vez
mas la atencion. Los receptores de antigenos quiméricos son
proteinas que permiten a las células T reconocer un antigeno
en las células objetivo. Estas células modificadas se pueden
producir a grande escala partir de las diferentes fuentes de
células NK mencionadas anteriormente, para transfundirse al
paciente. CAR estd compuesto principalmente por dominios
extracelulares, de bisagra, transmembrana e intracelulares. El
dominio extracelular puede unirse fuertemente a los
antigenos asociados a tumores expresados en la superficie de
las células tumorales, lo que determina su especificidad y
facilita la lisis tumoral. Hasta la fecha, las células NK-CAR se
han evaluado para el tratamiento de canceres hematolégicos
y tumores sélidos en estudios preclinicos con muy buenos
resultados.

La transferencia adoptiva de células NK con altos
rendimientos y alta calidad es un enfoque directo y
fundamental para reemplazar, restaurar y mejorar la funcién
del SI a través de infusiéon de poblaciones de NK alogénicas
activadas ex vivo o modificadas para que expresen el receptor
de antigeno quimérico (CAR), demostrando que es una
inmunoterapia celular prometedora contra los tumores®.

3) Transferencia de vesiculas extracelulares
secretadas por las células NK:

(EV)

Las EVs se obtienen del medio de cultivo de células NK
expandidas o células NK-CAR y luego se infunden al paciente.
Las EVs son particulas liberadas por las células que estan
delimitadas por una bicapa lipidica, no pueden replicarse y

son producidas como mecanismo de comunicacion
paracrina/endocrina. Segun su origen y tamafio se han
diferenciado en exosomas (70-150 nm, origen endosomal) y
microvesiculas (150-1000 nm, originadas de la membrana
plasmatica). Las EVs transmiten sefiales biol6gicas
reguladoras mediante la transferencia de proteinas de
membrana vy citosélicas, lipidos, DNA mitocondrial vy
genomico, RNA mensajero (RNAm) y microRNA (miRNA) que
regulan diversos procesos fisioldgicos®.

Las EVs derivados de células NK humanas (EVs NK)
contienen marcadores tipicos de NK (ej. CD56) y proteinas
liticas (ej. FasL, perforina’?®. Fais y col. informaron que los EVs
NK podrian desencadenar la muerte de las células diana
mediante dos mecanismos distinto, incluidas las interacciones
ligando-receptor y la fusiéon de la membrana plasmatica?’.
Los primeros estudios empleando EVs NK mostraron que
aquellas provenientes del cultivo de células NK purificadas,
tuvieron efectos citotoxicos sobre lineas celulares
hematoldgicas malignas, pero no sobre células de tumores
solidos, sin embargo, las EVs NK obtenidas de células NK
activadas y expandidas in vitro, mostraron efectos citotoxicos
significativos sobre lineas celulares tumorales,
neuroblastomas y carcinomas de mama; lo cual sugiere que
las células NK activadas pueden producir EVs con mayor
actividad inmunitaria en comparaciéon con las células NK
virgenes. Investigaciones recientes en modelos de ratones
han demostrado el efecto antitumoral de las EVs NK sobre el
melanoma. Las EVs NK se aislaron por ultracentrifugaciéon de un
gradiente de densidad de una linea celular alogénica NK-92 y
se inyectaron localmente en el melanoma, evidenciandose
una inhibicién significativa de la progresion del tumor®26, La
capacidad para transferir cargas bioactivas (es decir, acidos
nucleicos, lipidos y proteinas) a las células receptoras o
activar vias de seflalizacién en las células diana, hace que las
EVs sean consideradas como alternativas potenciales a la
terapéutica basada en células, con caracteristicas
posiblemente superiores a las células en algunos aspectos: el
tamafo nanométrico de las EVs permite su difusion pasiva a
través de los tejidos, el ambiente acido de los tumores solidos
promueve la fusion entre EVs y las células tumorales (por lo
tanto, se minimiza la inmunosupresion creada en el TME), la
capacidad para atravesar barreras bioldgicas como la barrera
hematoencefalica y la barrera hematotumoral, la facil
conservacion, almacenamiento y acceso como suministro
inmediato (estables a -80 ° C, y duran hasta 12 meses) todas
estas grandes ventajas de esta terapia26, las cuales han sido
evidenciadas en estudios publicados recientemente donde
establecen como objetivo mejorar las respuestas de los
tumores, uno de ellos el melanoma, aumentando la actividad,
especificidad y / o disminuyendo la supresién de las células
NK con resultados satisfactorios?829:3,
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Figura 4. Estrategias terapéuticas basadas en células NK para superar la resistencia en tumores sélidos.
Adaptaciéon de Hu W, Wang G, Huang D, et al. Front Immunol. 2019; 1205:1-16.
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Conclusiones

La inmunoterapia adecuada administrada en la fase
apropiada de la progresién tumoral, tiene el potencial de
modificar la respuesta inmune en el TME de un efecto
protumoral a uno antitumoral. La eficacia de la inmunoterapia
mediada por células NK puede potenciarse con multiples
estrategias basadas en sus

propiedades bioldgicas,

convirtiéndose en una terapia prometedora para el
tratamiento del melanoma y otros tipos de cancer, ademas,
todos los enfoques para impulsar las funciones inmunitarias

antitumorales basadas en las células NK derivan de su

naturaleza homdéloga que proporciona grandes ventajas para
la traduccion clinica de enfoques terapéuticos basados en
ellas, como son las moléculas inmunoestimuladoras que
pueden mejorar selectivamente la actividad de las NK, la
transferencia adoptiva y enfoques para modificarlas
genéticamente, son armas poderosas en la lucha contra el
cancer y por ultimo, las vesiculas extracelulares derivadas de

las NK que son una estrella cada vez mas en ascenso@
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