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1.RESUMEN

El cancer de colon es una de las patologias que mayor mortalidad y morbilidad ocasiona a nivel mundial.
El tratamiento ha ido mejorando y ofreciendo mayores resultados a medida que ha ido aumentando la
investigacion al respecto. Sin embargo, dado que sigue teniendo una alta prevalencia, es necesario
buscar alternativas a la convencional cirugia junto con la quimioterapia.

La inmunoterapia por su parte es una alternativa de tratamiento que ya es muy utilizada en el
area de la oncologia, sobre todo en las neoplasias hematoldgicas. Dados los buenos resultados que
ofrece, se establece la posibilidad de que también pueda ser Gtil en el tratamiento del cancer colorrectal.

Por ello, en esta revision bibliografica se pretende revaluar los principales mecanismos de escape
tumoral por los que las células neopldsicas modifican el sistema inmunitario del huésped para poder
sobrevivir, asi como los principales avances en la inmunoterapia frente al cancer colorrectal.

El colon alberga diferentes géneros de microorganismos con funciones simbiontes especificas.
Estos microorganismos ayudan a mantener la homeostasis del tejido, alterandose su funcién en
situaciones neoplasicas. Su papel en este sistema hace que sean dianas susceptibles de tratamiento
antitumoral.

En cuanto al uso de la inmunoterapia, se establecen principalmente cuatro estrategias como son:
el uso de los PD-1 y ligandos, la terapia CAR-T, el empleo de Lactobacillus reuteri como medio de
transporte de moléculas de ARNm que puedan llegar a alterar el estado inmunosupresor propio de las
neoplasias, o la inhibicion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

Estos métodos ofrecen resultados esperanzadores sobre el prondstico de los pacientes con CCR, pero es
necesario continuar con la investigacion en este abordaje terapéutico.
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1. ABSTRACT

Colon cancer is one of the diseases with the highest morbidity and mortality rates worldwide.
Treatment has gradually improved and vyielded better outcomes as research in this field has
advanced. However, given its continued high prevalence, it is necessary to explore alternatives to
conventional surgery combined with chemotherapy.

Immunotherapy, on the other hand, has emerged as a widely used treatment option in the field
of oncology, particularly in hematological malignancies. Due to its promising results, it is now being
considered as a potentially effective therapy for colorectal cancer as well.

This literature review aims to reassess the main tumor escape mechanisms by which neoplastic
cells alter the host’s immune system in order to survive, along with recent advances in
immunotherapy for colorectal cancer.

The colon harbors various genera of microorganisms with specific symbiotic functions. These
microorganisms help maintain tissue homeostasis, and their function is disrupted in neoplastic
conditions. Their involvement in this system makes them potential targets for antitumor therapies.

Regarding immunotherapy, four main strategies are outlined: the use of PD-1 and its ligands,
CAR-T cell therapy, Lactobacillus reuteri as a delivery vector for mRNA molecules capable of
altering the immunosuppressive state characteristic of neoplasms, and the inhibition of the
enzyme lactate dehydrogenase (LDH).

These approaches have shown encouraging results regarding the prognosis of CRC patients, but
further research is necessary to continue advancing this therapeutic approach.
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2.INTRODUCCION

El cancer de colon se encuentra en los primeros puestos en cuanto a prevalencia entre la poblacion (1).
Ademas es uno de los que mayor mortalidad y morbilidad causa a nivel mundial. Es por ello que se hace
imprescindible abordar nuevas estrategias de tratamiento que intenten aportar mejores resultados que
las terapias disponibles hasta el momento.

El sistema inmunitario es el encargado, en condiciones normales, de reconocer cualquier célula anormal
y eliminarla, evitando de esta manera su progresién y posterior division. Ademds nos protege de la
infeccién por patégenos que potencialmente puedan causar diferentes enfermedades.

Se puede dividir en dos tipos, en funcidn de la especificidad de su actividad (2):

- Sistema inmune innato: estd compuesto por barreras fisico/quimicas, ademas de otros
componentes celulares (como pueden ser PMN, macréfagos o linfocitos NK). También
encontramos moléculas que median la inflamacién como citoquinas o reactantes de fase aguda.
Su funcidn es el reconocimiento rapido del patégeno para poder iniciar una cascada inflamatoria
gue controle la infeccion. No confiere inmunidad a largo plazo.

- Sistema inmune adaptativo: compuesto principalmente por linfocitos B y T, los cuales presentan
mayor especificidad en el reconocimiento de antigenos a través de diferentes receptores. Su
funcidn es controlar la infeccion o eliminar cualquier célula anormal pero de una manera mucho
mas especifica. Aporta inmunidad a largo plazo.

Las células tumorales son células que han sufrido una serie de mutaciones que la han llevado a perder
su funcién y a replicarse en sobremanera. Presentan diferentes mecanismos a través de los cuales
pueden escapar de la regulacion del sistema inmune, que junto a una posible deficiencia de este, hacen
que la progresion de las células neoplasicas sea cada vez mayor y con mayor agresividad.

Uno de los mecanismos por los que las células tumorales pueden escapar de la regulacién es la
generacion de un microambiente inmunosupresor, que impide al sistema inmune realizar su funcion,
inhibiendo sobre todo los linfocitos T citotéxicos (CD8) y las células Natural Killer (NK). (3)

Por otra parte, la microbiota intestinal la forman miles de millones de microorganismos que de
manera fisioldgica habitan en nuestro organismo realizando diferentes funciones. De ellas dependen los
procesos de digestion y absorciéon de nutrientes, homeostasis intestinal y regulaciéon del sistema
inmunoldgico. Puede haber situaciones que provoquen una alteracién en esta microbiota, lo que se
conoce como disbiosis, lo que pueden conducir a un estado promotor de diversas enfermedades. Entre
ellas destacan el cancer de colon como una de las que mayor repercusion puede llegar a tener en el
individuo que se desarrolle.

Uno de los mecanismos por los que una alteracidén de la microbiota puede llegar a generar un
cancer de colon es a través de genotoxinas (4), las cuales son sintetizadas por las propias bacterias e
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inducen un dafio en el material genético de las células epiteliales coldnicas. Las especies que
principalmente se han relacionado con este mecanismo son Escherichia coli (mediante la colibactina,
una genotoxina que debilita los enlaces en la doble cadena de ADN y genera enlaces cruzados entre ellas)
o Morganella morganii (a través de la produccién de indolaminas).

Otro de los mecanismos por los que la microbiota intestinal podria favorecer la transformacion
de las células coldnicas en neoplasicas seria la alteracion de la via de sefalizacién Wnt/ Bcatenina
(relacionada con la diferenciaciéon de las células coldnicas), junto con la activacion de NFkB (via
proinflamatoria). Algunas de las bacterias que se han asociado con esta alteracién son Clostridium
difficile (por la generacién de toxinas TcdA y TcdB, las cuales inducen la via Wnt/ Bcatenina, de forma
gue la diferenciacién celular queda alterada y fuera de control), Fusobacterium nucleatum (a través de
diferentes moléculas de adhesion como podria ser FadA) o Bacterioides fragilis (a través de la produccion
de toxina de Bacterioides fragilis (también llamada BFT). Tiene la capacidad de inducir a Wnt/ Bcatenina
y NFkB, lo que acaba provocando un ambiente proinflamatorio en el epitelio de las células coldnicas).
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Figura 1. Mecanismo protumorigénico de las diferentes especies de microorganismos (4)

Por ultimo la microbiota intestinal interacciona con el sistema inmunitario, de forma que se
producen modificaciones en la accion del mismo. Estos cambios modifican el estado inflamatorio propio
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del ambiente tumoral. Los linfocitos T CD8 son las células con actividad citotdxica mas importante
relacionadas con el control de la progresién de células tumorales en el CCR. La accion de las mismas es
controlada por diferentes sustancias como la IL-8, la cual favorece a formacion de IFN-y y demas
moléculas proinflamatorias.

Por su parte los linfocitos T CD4 presentan diferentes funciones dependiendo de subtipo del que
hablemos. Los Th1 actian de una manera similar a los T CD8, promoviendo el ambiente inflamatorio. En
cambio los linfocitos T reguladores, gracias a la produccién de sustancias como IL-10 o TGF-B, tienen un
efecto inmunomodulador. Al contrario de lo que pasaba con los linfocitos T citotdxicos, la infiltracién de
estos en la masa tumoral es escasa. Los linfocitos Th17 presentan una doble accidn en pacientes con
CCR, ya que si bien es cierto que se relacionan con la inflamacidén y acciones protectoras, su acimulo se
relaciona con un peor prondstico en estos pacientes. La microbiota intestinal es capaz de interaccionar
con estas células, modificando su funcion.

Bacterioides fragilis interviene tanto en la diferenciacién de los linfocitos Th17 como en la de los
T reguladores (5). Esta accion la lleva a cabo gracias al polisacarido A, producido por este mismo
microorganismo. En cuanto a los linfocitos T reguladores, el polisacarido A permite que los linfocitos T
CD4 sean transformados en estos. En el microambiente tumoral podrian tanto reducir el reconocimiento
de las células neoplasicas por parte del sistema inmune (lo que favoreceria su progresién), como inhibir
el ambiente inflamatorio crénico necesario para el desarrollo tumoral.

La inmunoterapia se ha convertido en una estrategia de tratamiento emergente en los ultimos
anos y que esta abriendo lineas de investigacién novedosas. Con respecto al tratamiento del cancer, es
cierto que todavia se sigue apostando por tratamientos convencionales en primera linea, como puede
ser la cirugia o estrategias de quimio o radioterapia. Sin embargo, ante la imposibilidad de usar estas o
ante fracaso de las mismas se estd comenzando a promover esta inmunoterapia como una estrategia de
control y reduccion de la enfermedad. El cancer de colon es buena muestra de ello a través de diferentes
estrategia que se detallardn a continuacion.

Pagina 7 de 24



3.HIPOTESIS

La inmunoterapia, a través de estrategias como el bloqueo de PD-1/PD-L1, la terapia CAR-T, o la
modulacion de la microbiota, representa una alternativa terapéutica prometedoras para tratamiento
del cancer colorrectal al modificar el microambiente tumoral y promover que se eviten mecanismos
de escape inmunitario de las células neoplasicas, lo que podria traducirse en una mejora del prondstico
de los pacientes tras su utilizacién como tratamiento.

4.0BIJETIVOS

- Analizar el papel del sistema inmunitario en el desarrollo del cancer de colon.
- Evaluar qué papel juega la microbiota intestinal en el desarrollo del cancer de colon.

- Revisar las evidencias actuales sobre dianas terapéuticas basadas en el sistema inmunitario en el
tratamiento del cancer de colon.
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5.MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracion de este Trabajo de Fin de Grado y con el objetivo de desarrollar los objetivos
anteriormente expuestos, he realizado una busqueda bibliografica en la base de datos Pubmed. Para
ello he establecido 3 grupos de busqueda en funcién del objetivo que se tratara en ese momento.

Se definen 3 bloques de busqueda, utilizando uno para cada objetivo del trabajo. He utilizado filtros
comunes para los 2 primeros objetivos como son “articulos publicados en los ultimos 4 afios”, “estudios
en humanos” y “estudios en personas mayores de 65 afios”.

Para el tercer objetivo he eliminado el filtro “estudios en humanos” para poder considerar articulos de

experimentacion animal.

Las palabras clave utilizadas para cada objetivo son:

- Para el primer objetivo “immune system” y “colonic neoplasms”.

- Para el segundo objetivo “gastrointestinal microbiome”y “colonic neoplasms”.
- Para el tercer objetivo “colonic neoplasms” e “immunotherapy”.

De forma global, sumando los resultados de los 3 bloques, obtengo 163 articulos. Una vez revisados
selecciono 22, por ser los que mas se adecuan a la metodologia y los objetivos del trabajo.
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Mecanismos de las células neoplasicas para alterar el sistema
inmunitario

Para la generacién de una neoplasia en el colon es fundamental la inflamacién crénica que puede
provocar diferentes patologias. Es decir, situaciones que promuevan un estado inflamatorio del colon de
manera persistente, como puede ser la colitis ulcerosa o el propio envejecimiento, promueven la
secrecidn de citoquinas proinflamatorias y favorecen un microambiente de inmunosupresion. Ademas
este estado es angiogénico, por lo que se crean mayor numero de vasos sanguineos. Esto serd
fundamental para la posible diseminacion del tumor y generacidén de metastasis a distancia. (6)

Son muchas las maneras en las que las células neopldsicas pueden escapar del control por parte
del Sistema Inmunitario, pero sobre todo destaca la creacion de un microambiente inmunosupresor.
Este se genera a través de la inhibicion de los puntos de control presentes en los linfocitos T CD8. Estos
presentan en su superficie el receptor PD-1 (Programme Death-1), cuya funcién es regular la apoptosis
celular. Las células tumorales en cancer colorrectal (CCR) muestran un ligando del receptor PD-1 (PD-L1)
para poder inhibir la apoptosis y reducir la capacidad del linfocito T de mantenerse activas frente a otras
células que reconozca como tumorales. También se ve afectada la secrecion de citoquinas
proinflamatorias. Estudios recientes muestran que la expresion de PD-L1 en células presentadoras de
antigenos (CPA) también influye en esta inmunosupresion. Lo cierto es que la mayor expresion de este
ligando se asocia a peor prondstico y mayor capacidad para metastatizar a otros tejidos del tumor. (3)

Otra de las caracteristicas presentes en algunos tipos de CCR es la inestabilidad de microsatélites
(MSI). Estos microsatélites son secuencias cortas de bases nitrogenadas dentro del ADN que pueden
verse afectadas por diversas mutaciones. Si estas escapan a los sistemas de reparacién de errores dentro
del ADN se pueden producir secuencias sucesivas de errores que provoquen una carga mutacional
considerablemente mas elevada que si no se produjera. Lo cierto es que no es lo mas comun, puesto
gue solo alrededor del 15% de los CCR cursan con esta inestabilidad de microsatélites.

La infiltracion de los macréfagos constituye otra via para escapar del control. Se generan trampas
extracelulares de macrofagos (MET), asociadas a peor prondstico en CCR, debido a su funcién en la
progresion neoplasica. Ensayos recientes muestran que estas MET favorecen la infiltracion de tejidos en
CCR, mientras que al mismo tiempo, esta infiltracion de tejidos favorece la formacidon de nuevas MET.
Asi se genera un sistema de retroalimentacion. La base de la generacién de MET serian IL-8 y TNF-a.
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Peptidilarginina deaminasa es la enzima que esta relacionada con esta generaciéon de MET (destaca el
papel del PAD2). (7)

Puede darse una sobreexpresion por parte de linfocitos T reguladores del marcador de superficie
CD39, lo cual esta relacionado con un peor prondstico y un mayor numero de recidivas. CD39 es una
enzima llamada ectonucleédtido trifosfato difosfohidrolasa-1, cuya funcidn consiste en transformar las
moléculas de ATP en adenosina con funcidon inmunosupresora. Esta puede estimular la actividad
oncogénica por parte de las células tumorales en CCR, pero a su vez crear un estado de inmunosupresién
inhibiendo la acciéon de los linfocitos T viables. En concreto se ha comprobado que el marcador CD39
inhibe de forma selectiva los linfocitos Th17. Esto abre una alternativa de tratamiento para los pacientes
con CCR que no responden a la inmunoterapia de bloqueo de PD-L1, ya que nos encontramos ante otro
tipo de mecanismo susceptible de tratamiento. (8)

El papel de las células dendriticas (CDp) sobre las interleucinas también se postula como uno de
los mecanismos patogénicos. Se ha demostrado que estas interleucinas estan en diferente
concentracion dependiendo del tejido en que nos encontremos. Concretamente en el CCR los niveles de
IL-3 se encuentran disminuidos, teniendo una relacion inversamente proporcional con respecto a su
malignidad. De este modo, a menor concentracion de IL-3 habra una mayor malignidad por parte del
cancer. Las CDp estan relacionadas con el ambiente de inmunosupresién propio de los tumores, dada su
posibilidad de sintetizar IFN-I. Se ha demostrado que su concentracion estd aumentada en los tejidos
con cancer de colon, al contrario que sucedia con la IL-3. Ademas presenta una relacion directamente
proporcional con respecto a la malignidad del mismo, de modo que a mayor concentracién de CDp, peor
sera el prondstico del CCR. Se produce una interaccion entre ambos elementos, ya que CDp promueven
la aparicidn de genes que favorecen la apoptosis en IL-3. De este modo se promueve la progresion del
tumor a través de la eliminacidn de uno de los agentes reguladores de este.

Por ultimo, otro aspecto a tener en cuenta es el indice de enfermedad residual o enfermedad
residual minima (ERM). En 2021 se realizd un ensayo clinico donde se pretendia analizar el grado de
inmunosupresidn de los pacientes que habian sido intervenidos de un CCR (reseccién del tumor). Para
ello se agruparon los pacientes en 3 grupos donde el | no tenia ERM, el Il presentaba micrometastasis y
por ultimo el lll presentaba células tumorales circulantes. Se comprobd que en el grupo donde no habia
ERM el estado de disfuncidon inmunitaria desaparecid, presentando mejor prondstico futuro y un menor
numero de recurrencia de la enfermedad.

Por otra parte, cuanto mayor era el grado de ERM, mayor era el estado de inmunosupresion, lo
gue se asocia a un peor prondstico con mayores y peores recidivas. Con este estudio se pudo comprobar
qgue el microambiente de inmunosupresidn anteriormente mencionado no solo esta influenciado por el
tumor primario, sino que una vez intervenido este, puede verse modificado por el grado de diseminacion

gue haya presentado. Una pequefia cantidad de células circulantes pueden provocar grandes cambios
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en el sistema inmune de los pacientes, condicionando en gran medida el prondstico final de estos
pacientes. (9)

6.2 Cambios metabdlicos producidos por la microbiota intestinal en
la generacion de CCR

En un estudio reciente (10) se analizaron los metatranscriptomas de 10 pacientes con CCRy 10 pacientes
sin CCR a través de muestras fecales. Mediante este estudio determinaron que la microbiota fecal sufre
cambios metabdlicos para adaptarse al microambiente tumoral.

Una de las funciones de la microbiota intestinal es la regulacion y neutralizacion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de las especies reactivas del nitrogeno (RNS). Estas son productos del
metabolismo celular y su acumulacion puede provocar danos en el ADN de las células intestinales,
pudiendo llegar a causar mutaciones que originen el cancer colorrectal. En este estudio se descubrié que
varios reductores de estos ROS estaban alterados en pacientes con CCR. En especial se ven afectadas
dos enzimas encargadas de reducir H,0; (el agente oxidante que mayor estrés oxidativo causa), como
son la alquil-hiperdxido reductasa y la enzima tiol oxidorreductasa. También a nivel no enzimatico se
vieron alteraciones en estos pacientes, a través de la oxidacion de agentes antioxidantes, como pueden
ser ectoina o L-ascorbato.

Sin embargo, paraddjicamente aumentdé la tasa de metabolismo de una especie reactiva del
nitrogeno como puede ser el NO, a través de una regulacion positiva de la glutation peroxidasa.

Los cambios en el potencial de degradacion de estas sustancias toxicas a través de determinados
mecanismos de la microbiota intestinal pueden causar efectos deletéreos en la salud del paciente y
acabar provocando dafios en el ADN y conduciendo al desarrollo de CCR.

De igual forma, es conocido que el pH intestinal esta descendido en pacientes con CCR, pudiendo
llegar a valores inferiores a 3. En este estudio se observé que la microbiota intestinal desarrolla
mecanismos de adaptacion que les permitan reproducirse y mantener su funcién en este medio tan
acido. Estos mecanismos son tales como la adicidn de mds acidos grasos de ciclopropano a su membrana
o sobreexpresando metiltransferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina.

En el estudio se concluyé que la microbiota intestinal es capaz de adaptarse a los cambios metabdlicos
gue ocurren en el CCR, por lo que abre posibles lineas nuevas de tratamiento a través de la manipulacion
de estas bacterias.
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6.3 Microorganismos de la microbiota intestinal relacionados con la
aparicion de CCR

Con respecto a la alteracién de microbiota intestinal en CCR, se ha realizado un estudio por parte de
Liang y colaboradores (11) que buscaba establecer las diferencias entre el cancer de colon izquierdo
(entendido desde la vélvula ileo-cecal hasta el angulo esplénico, pasando por ciego, colon ascendente y
colon transverso) y colon derecho (desde el angulo esplénico, pasando por colon descendente, sigmoide
y recto). Para ello se compararon muestras fecales y de los tumores (obtenidos durante la cirugia) con
grupo control.

Se determind que las bacterias predominantes en pacientes con carcinoma colorrectal derecho
eran diferentes a las que predominaban en el carcinoma colorrectal izquierdo. Estas ademas se
diferenciaban de las que predominaban en el grupo control.

Por su parte en el derecho habia mayor abundancia de Bacterioides fragilis, Fusobacterium
nucleatum o Veillonella pdrvula, mientras que en el izquierdo por su parte predominaban Bacterioides
thetaiotaomicron, Bacterioides ovatus o Porphyromonas asaccharolytica. Estas diferencias
bacterioldgicas podrian tener repercusiones en el origen etiopatogénico asi como en posibles dianas
terapéuticas. Sin embargo, las predominancias en ambos tipos de CCR fueron también diferentes a la
microbiota predominante en el grupo control, donde abundaron Faecalibacterium prausnitzii,
Eubacterium rectale o Mesaplasma tabanidae.

Centrandose en los metabolitos, se determinaron diferencias con respecto a la localizacion del
CCR (12). En pacientes con CCR derecho habia predominancia de L-fenilalanina, mientras que en el CCR
izquierdo predominaba L-citrulina y D-ornitina. Esto muestra que los procesos metabodlicos que realizan
las diferentes poblaciones microbianas son Unicos para cada especie.

También se encontraron diferencias en el genoma de los colonocitos mutados, dependiendo de
la localizacién del CCR. En CCR izquierdo se encontraron varias mutaciones, entre las que destaca TCF25.
Esta actua inhibiendo la transcripcién de un factor de control de muerte celular. Ademas, un aumento
de la expresién de TCF25 empeora las Ulceras producidas en el epitelio intestinal, debido a la inhibicion
de los mecanismos de reparacidon de la musculatura lisa de la submucosa intestinal. Por su parte en el
CCR derecho se ha localizado la mutacion WBP1, gen con funcidn antitumoral.
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Figura 2. Poblaciones microbianas predominantes dependiendo de la porcién del colon donde se localice tumor, comparado

con el grupo control. (11)

El estudio de Li Y, Li Q., et al, 2024 (13) buscaba investigar sobre el papel de un colonizador

habitual del colon (Bifidobacterium breve Iw01) sobre el ambiente inflamatorio que predispone al
desarrollo de CCR. En anteriores investigaciones se descubrié que esta cepa regula el ambiente
inmunitario a través de la activacién de linfocitos T que inhiben el crecimiento tumoral y del
reclutamiento de células dendriticas (CD11b y CD103). Este efecto es gracias al acido indol-3-lactico,
producto del metabolismo del L-triptéfano producido por Bifidobacterium breve Iw01.
Lo que se consigue es reducir el estado inflamatorio (colitis) que favorece a la generacién de neoplasias.
Para la generacion de neoplasias asociadas a la colitis es fundamental que haya infiltracién de células de
estirpe mieloide. Lo que se descubrid era que Bifidobacterium breve Iw01 reduce esta infiltracién, por lo
gue reduce el ambiente inflamatorio secundario.

Zepeda-Rivera y colaboradores analizaron el tejido neopldsico de una paciente con cancer
colorrectal estadio Ill, obtenido durante la cirugia, aislando una nueva especie de bacteria anaerobia
(14). Esta pertenece al género Fusobacterium pero no alcanzaba un umbral de similitud superior al 98,5%
con ninguna de las bacterias conocidas. Es por ello que se realiza un analisis gendmico y se determina
gue se trata de una nueva especie, conocida como Fusobacterium sphaericum.

Ya se ha demostrado que el tratamiento antibidtico, dirigido contra Fusobacterium consigue modificar
la microbiota intestinal y reducir la reproduccion de las células tumorales. Se buscé ver si Fusobacterium
sphaericum tiene el mismo perfil de sensibilidad antibidtica que el resto de especies de su familia. In
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vitro se observé que presenta sensibilidad a metronidazol y penicilina, al igual que otras especies de
Fusobacterium. Ademas el panel de resistencias, a eritromicina y vancomicina principalmente, también
es similar. Se determind que Fusobacterium sphaericum se adhiere a las células del epitelio coldnico,
induciendo la liberacion de IL-8. Esta se trata de una quimiocina que aparece sobreexpresada en
pacientes con CCRy que tiene un papel proinflamatorio. A través de potenciar el microambiente tumoral
tiene la capacidad de mejorar el crecimiento de las células tumorales, asi como facilitar su migracién a
otros tejidos del organismo, como podrian ser los pulmones o el higado.

6.4 Uso de PD-1 para el tratamiento del CCR

Peng Y.y colaboradores evalian la terapia CAR-T (receptor del antigeno quimérico de células T) cuando
anadimos las proteinas PD1-TLR (15). Esta terapia CAR-T consiste principalmente en, a través de
linfocitos T del paciente, modificarlos afnadiendo anticuerpos que reconozcan antigenos expresados en
las células tumorales (16). En este estudio, lo que se pretende es evaluar la respuesta antitumoral que
se consigue cuando se afiade la molécula PD1-TLR10 a los linfocitos T. Se busca acciéon anti-CEA
(marcador de superficie de las células tumorales del colon).

Se inyectaron células CAR-T marcadas con PD1-TLR10, a un grupo de ratones a los que

previamente se les habia inducido cancer de colon a través de concentrados celulares obtenidos de
humanos. La eficacia de este tratamiento se compard con otro grupo de ratones a los que se les trataba
con células T simuladas.
Se demostré que estas nuevas células CAR-T a las que se les habia afiadido PD1-TLR10 presentaron gran
citotoxicidad y aumento de produccion de citoquinas, asi como un mayor efecto antitumoral en
comparacion con el resto de terapias CAR-T utilizadas hasta el momento. Se demostré también que
TLR10 permite una mayor supervivencia y expresion de las células CAR-T, debido a la sefializacion
activadora de vias como JNK.

Con este estudio se abren nuevas lineas de investigacidn sobre el uso de este tipo de terapias en
tumores sdlidos, ya que hasta el momento solo se habia comprobado su eficacia en neoplasias
hematoldgicas.

Por otra parte, en un estudio realizado en abril de 2024 (17) se busca evaluar la eficacia del

bloqueo del ligando de PD-1 como tratamiento inmunoterdpico para el cancer.
Mediante la primera parte del estudio in vitro se determind que el péptido PPL-C es el que con mayor
afinidad se une a PD-L1 (ademas de tener un efecto bloqueante sobre su unién con PD-1), de modo que
es con el que se realiza el estudio. Este analisis de afinidad se realiz6 mediante la técnica ELISA. Se
comprobd un aumento de la sintesis y liberacion de IFN-y, asi como un aumento en la proliferacién
celular por parte de los linfocitos T CD4+ en presencia de PPL-C cuando estos linfocitos se estimulaban
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con anti-CD3 y anti-CD28.

A continuacion se quiere comprobar si en modelos in vivo, la presencia de PPL-C tiene los mismos
efectos en la regulacion inmunitaria. Para ello se usaron 60 ratones a los que se les indujo cancer
colorrectal a través de la inyeccion de células CT26 (un cancer colorrectal murino derivado de ratones
gue comparte caracteristicas con el CCR humano) (18). Se compara el efecto de la inyeccidon subcutanea
del preparado con PPL-C sobre la masa tumoral, con un grupo al que se le administran anticuerpos
antiPD-L1 (nivolumab) y un grupo control al que se le administra una solucién salina normal.

Los resultados que obtuvieron es que tanto el grupo de ratones tratados con PPL-C como los
tratados con anti PD-L1 experimentaron una reduccion estadisticamente significativa del tamafio
tumoral, ademas de un aumento de la supervivencia del alrededor del 50%. Ademas a través de
citometria de flujo se observé que se redujo la cantidad de linfocitos T reguladores (los cuales en
condiciones normales inhiben las respuestas inmunitarias excesivas contra el tumor), de modo que se
redujo la tolerancia inmunoldgica hacia las células tumorales. Ademas en el grupo tratado con PPL-C se
vio un aumento de los linfocitos T citotdxicos, asi como de las quimiocinas GZMA e IFN-y en el tumor.
Estas sustancias indican que se esta produciendo la destruccidn de las células neoplasicas, ya que ambas
son activadores del linfocito T. También se aprecié un incremento de CD8+ en el bazo de los ratones de
este grupo, lo que indica una mayor produccion de estos linfocitos T citotoxicos.

Los principales problemas que derivan de esta terapia son la vida media corta y la degradacion
acelerada del complejo, por lo que esta via de tratamiento (que ha demostrado ser efectiva) estd sujeta
a nuevas investigaciones para poder prolongar su accion. Esta podria alcanzarse a través de la utilizacion
de nanocomplejos o de péptidos multifuncionales.

6.5 Lactobacillus reuteri como mediador de la inflamacion

En el estudio de Chen X, et al, 2024 (19) se buscaba identificar si se puede utilizar la microbiota intestinal
con funcién inmunomoduladora para el tratamiento del cancer de colon. Se sabe que Lactobacillus
reuteri puede mediar y reducir la inflamacién intestinal por medio de interacciones con el sistema
inmune (20). Lo que se hizo en este estudio fue administrar ARNm de IL-23A junto con un lisado de L.
reuteri para ver sus efectos sobre el crecimiento y la maduracién tumoral. Estos dos componentes se
introdujeron en un portador catidnico multifuncional (DMP), que hizo de transportador para el complejo
Lac-IL-23A. Se forma de esta manera un nanosistema cationico de DMP que contiene el lisado de L.
reuteri junto con el ARNm para IL23A.

Se inyectd por via intramuscular a un grupo de ratones a los que se les habia inducido un cancer
de colon para ver los efectos terapéuticos. A los 12 dias de la inyeccion del complejo se sacrificé a los
ratones, para poder analizar los infiltrados inmunes en la masa tumoral, asi como en otros tejidos donde
se haya podido producir una diseminacion a distancia. Se aprecié una reduccién de los niveles de E-
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cadherina, asi como un incremento de IL-12, IL-10 e IL-1b. Estos mediadores inflamatorios tienen la
capacidad de modular la respuesta del sistema inmunitario, reduciendo asi la inflamacién y las posibles
metadstasis a distancia. Ademas se observo el aumento de expresion de diferentes quimiocinas como
PF4, las cuales son capaces de favorecer la accidn de las células inmunitarias. Derivados del TNF-a (FasL
o CD27) también se vieron aumentados. Estos ultimos regulan la capacidad apoptdtica de las células
tumorales, a través de la sefializacién de una via especifica como es la PI3K-AKT.

A través de este estudio se demuestra que la inyeccion del complejo DMP/Lac/IL-23A es capaz de reducir
la proliferaciéon tumoral y la capacidad de metastasis a distancia, lo cual abre futuras lineas de
investigacion para seguir profundizando en la utilidad de los nanosistemas en el tratamiento de
diferentes tipos de céncer.
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Figura 3. Esquema de tratamiento con el complejo DMP/Lac/IL-23 (19)
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6.6 La inhibicion de la enzima LDH puede aportar beneficios en el
tratamiento del CCR

En este estudio de septiembre de 2024 (21) se establece la posibilidad de actuar sobre la LDH para el
tratamiento de determinados tumores, entre los que se encuentra el cancer colorrectal. Es ampliamente
conocido que para la progresion de las células tumorales, estas necesitan un consumo elevado de
glucosa. Para poder realizar la glucdlisis, es necesaria esta enzima (LDH), cuya funcion final es la
transformacién de piruvato en lactato en el metabolismo anaerobio. Ademas de permitir el crecimiento
tumoral a través del consumo de glucosa, la acidificacién del microambiente tumoral (por la liberacion
de lactato) crea unas condiciones adversas para las células del sistema inmunitario (22), las cuales no
pueden desempefiar su funcion y se perpetia todavia mas el crecimiento descontrolado de las células
cancerosas.

Analizando tejidos tumorales disponibles en diferentes bases de datos se determina que en estos la
concentracion de LDH esta aumentada con respecto a la presencia de esta enzima en los linfocitos T
activados en estas situaciones.

Para confirmar si se cumple esta regla, se induce en ratones un melanoma a través de lineas celulares
marcadas con la proteina fluorescente YFP. A través de citometria de flujo se comprueba que estas
células tumorales presentan una expresion mucho mayor de LDH y de consumo de glucosa en
comparacion con los linfocitos T CD8+ de estos ratones.

A través de un inhibidor de la enzima LDH (GNE-140) se demostré que este reducia significativamente el
consumo de glucosa por parte de las células tumorales, asi como una reduccién de la cantidad de lactato
liberada al medio. Con la disminucién del consumo de glucosa, disminuye también la expresion de GLUT1
por parte de estas células tumorales. Paraddjicamente, la respuesta a iLDH no fue tan acusada en los
linfocitos T activados, los cuales pudieron mantener su funcidon inmunitaria. Ademas, al aumentar la
glucosa disponible en el medio se incrementd la expresidon de transportadores GLUT1, lo que aun
permitié una mayor captacién de glucosa por parte de estas células defensivas.

Se demuestra que la inhibicion farmacoldgica de LDH tiene un efecto mayor sobre la captacidon de
glucosa y el crecimiento de las células tumorales que sobre las células propias defensivas, que preservar
su funcidn. Esto abre nuevas lineas de investigacién sobre la posibilidad de usar esta terapia como
inhibicion del metabolismo neopldsico y potenciacion del sistema inmune.
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7.CONCLUSIONES

Las conclusiones de mi Trabajo Fin de Grado son las siguientes:

- Lainhibicién de los PD-1 es uno de los principales mecanismos de escape inmunitario por parte
de las células neoplasicas y potencia el estado inmunosupresor que se genera alrededor de estas
células mutadas. Todo esto es agravado por estados inflamatorios crénicos que generan
diferentes patologias.

- La microbiota intestinal es fundamental en la homeostasis del colon. En situaciones neopldsicas
se produce un desequilibrio en las poblaciones de esta, alterando ademads su funcién.

- Existen diferencias en las poblaciones microbianas dependiendo de la localizaciéon de la
neoplasia. Si el tumor se encuentra en el colon derecho predominan Bacterioides fragilis,
Fusobacterium nucleatum o Veillonella pdrvula, mientras que si se encuentra en el colon
izquierdo hay mayor abundancia de Bacterioides thetaiotaomicron, Bacterioides ovatus o
Porphyromonas asaccharolytica. Hay también cambios en el metabolismo, predominando en el
lado derecho L-fenilalanina y en el izquierdo L-citrulina y D-ornitina.

- En situaciones de CCR hay mayor produccién de ROS, con capacidad de generar dafios en las
cadenas de ADN de los colonocitos y generar nuevas mutaciones.

- Bifidobacterium breve Iw01 reduce el estado inflamatorio propio del microambiente tumoral, lo
gue puede llegar a tener repercusiones anticancerigenas. Esta funcién se debe a la activacion de
linfocitos Ty el reclutamiento de células dendriticas.

- El uso de CAR-T afiadiendo PD1-TLR permite una mayor citotoxicidad, junto a un incremento de
la liberacién de citoquinas. La inhibicién de PD-L1 por parte de PPL-C también ha demostrado
reducir el tamafo tumoral junto con un aumento de la supervivencia de los pacientes.

- Lactobacillus reuteri consigue reducir el crecimiento tumoral gracias a la liberacion de

mediadores antiinflamatorios, los cuales favorecen la disminucion del estado de inflamacién
cronica que ocurren en el CCR.
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