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ADA  anti-drug antibodies, anticuerpos anti-fármaco. 

ADCV  autologous dendritic cell vaccine, vacuna de células dendríticas autóloga 

AFP  alfa-fetoproteína 

APCs  antigen presenting cells, células presentadoras de antígenos, 

ATP  adenosín trifosfato 

b-HCG  beta human chorionic gonadotropin, gonadotropina coriónica humana 

BCG  Bacillus Calmette-Guérin 

c-MET  mesenchymal-epithelial transition factor, factor de transición mesenquimal- 

  epitelial 

CAR  chimeric antigen receptor, recpetor de antígeno quimérico 

CART  recpetor antigénico quimérico de linfocitos T 

CCL  chemokine (C-C motif) ligand, ligando de quimiocina C-C 

CCR2  C-C chemokine receptor type 2, receptor de quimiocinas tipo 2 

CCR7  C-C chemokine receptor type 2, receptor de quimiocinas tipo 2 

CCR  cáncer colorrectal 

CCRm  cáncer colorrectal metastásico  

CD  cluster of differentiation, cluster de diferenciación 

CDB  Centro de Diagnóstico Biomédico 

cDC1  células dendríticas convencionales tipo 1 

cDC2  células dendríticas convencionales tipo2 

cDC3  células dendríticas convencionales tipo 3 

cDCs  células dendríticas convencionales 

CDRs:  complementary determining regions, regiones determinantes de   

  complementariedad 

CEA  carcinoembryonic antigen, antígeno carnicoembrionario 

CIN  chromosomal inestability, inestabilidad cromosómica 

CMS  consensus molecular subtypes, subtipos moleculares consenso 

CR  complete response, respuesta completa 

CTCAE  common terminology criteria for adverse events, criterios comunes para la  

  evaluación de las reacciones adversas 

CTL  linfocitos T citotóxicos 

CTLA-4  cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico 

CXCL  C-X-C motif chemokine ligand, ligando de quimiocina con motivo C-X-C 

DAMP  danger associated molecular patterns, patrones moleculares asociados al  

  peligro 



 

 

DC  dendritic cell, célula dendrítica 

DNA  ácido desoxirribonucleico 

dMMR  deficient mismatch repair, mecanismos de reparación deficientes 

ECOG  easten cooperative oncology group 

EE  enfermedad estable 

EFGR  epidermal growth factor receptor, receptor del factor de crecimiento   

  epidérmico 

ELISA  enzyme linked immunosorbent assay, ensayo de inmunoadsorción ligado a  

  enzima 

EpCAM  epithelial cell adhesion molecule, molécula de adhesión celular epitelial 

FasL  Fas ligando (CD95L) 

FDA  food and drug administration, administración de alimentos y medicamentos 

FFPE formalin-fixed paraffin-embedded, tejidos embebidos en parafina y fijados con 

formalina 

FLT3L  FMS-related tyrosine kinase 3 ligand, ligando de tirosin kinasa 3 relacionado  

  con FMS 

GEP  gene expression profile, perfil de expresión génica 

GITR gluocorticoid-induced TNFR-related, proteína relacionada con TNFR inducida 

por glucocorticoides 

GITRL  gluocorticoid-induced TNFR-related ligand, ligando de GITR 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor, factor estimulante de 

colonias de granulocitos y monocitos 

GUCY2C guanilil ciclasa C  

HGF  hepatocyte growth factor, factor de crecimiento de hepatocitos 

HLA  human leukocyte antigen, antígeno leucocitario humano 

HMGB1 high mobility group protein B1, proteína B1 del grupo de alta movilidad 

HS  human serum, suero humano 

HSP90  heat shock protein 90, proteína de choque térmico de 90 

hTERT  human telomerase reverse transcriptase, telomerasa transcriptasa inversa  

  humana 

HTLV-1  virus linfotrófico de los linfocitos T humanos 1 

ICAM-1  intercellular adhesion molecule 1, molécula de adhesión intercelular 1 

ICIs  immune checkpoint inhibitors, inhibidores de punto de control immunitario 

ICOS  inducible coestimulator (CD278), coestimulador inducible 

ICOS-L  ligando de ICOS (CD275) 



 

    

iDCs  células dendríticas inmaduras 

IDO1  indolamina 2,3-dioxigenasa 1 

IFN-a  interferón alfa 

IFN-g  interferón gamma 

Ig  inmunoglobulina 

IGF  insulin-like growth factor, factor de crecimiento similar a la insulina 

IGF-1R  insulin-like growth factor 1 receptor, receptor de IGF1 

IL  interleucina 

IL13Rα2 receptor α2 de la interleucina 13 

IMMETCOLS immune-metabolic signature, firma inmuno-metabólica 

LAG3  lymphocyte activation gene 3, gen de activación de linfocitos tipo 3 

LAK  lymphokyne-activated killer, células asesinas activadas por linfokinas 

LDH  lactado deshidrogenasa 

LLA  leucemia linfática aguda 

LS  long survivals, largos supervivientes 

LT  linfocitos T  

MAGE-3 melanoma associated antigen 3, antígeno 3 asociado a melanoma 

MCP1  monocyte chemoattractant protein 1, proteína quimioatrayente de monocitos  

  1 (CCL2) 

mDCs  células dendríticas maduras 

MDSC  myeloid-derived supressor cells, células supresoras mielocíticas 

MF  macrófago 

MFI  mean fluorescence intensity, intensidad media de fluorescencia 

MHC  major histocompatibility complex, complejo mayor de histocompatibilidad 

MMP-9  matrix metallopeptidase 9, matriz metalopeptidasa 9 

moAbs  monoclonal antibodies, anticuerpos monoclonales 

MoDCs  células dendríticas derivadas de monocitos 

MSI  microsatellite instability, inestabilidad de microsatélites 

MSS  microsatellite stability, estabilidad de microsatélites  

MUC1  mucina 1 

NE  no evaluable 

NK  células natural killer 

NY-ESO-1 New York esophageal squamous cell carcinoma 1 

OS  overall survival, supervivencia global 

OX40L  ligando de OX40 



 

 

PAMP  pathogen associated molecular pattern, patrón molecular asociado a patógeno 

PBLs  peripheral blood lymphocytes, linfocitos de sangre periférica 

PBMCs  peripheral blood mononuclear cells, células mononucleares de sangre   

  periférica 

PCR  proteína C reactiva 

PD-1  programmed cell death protein 1, ligando 1 de muerte programada 

PD-L1  ligando de PD-1 

PD-L2  ligando de PD-2 

PD  progression of disease, progresión de la enfermedad 

pDCs  células dendríticas plasmacitoides 

PE  progresión de la enfermedad 

PFS  progression free survival, supervivencia libre de progresión 

PGE2  prostaglandina E2 

pMMR  proficient mismatch repair, mecanismos de reparación competentes 

POLE  polimerasa e 

PR  partial response, respuesta parcial 

PSA  penicilina-estreptomicina-anfotericina 

RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted, regulación por  

  activación expresada y secretada por los linfocitos T (CCL5) 

RECIST  response evaluation criteria in solid tumors, criterios de evaluación de   

  respuesta en tumores sólidos 

RNA  ácido ribonucleico 

mRNA  RNA mensajero 

RNF43  ring finger protein 43, proteína del dedo anular 43 

ROS  reactive oxygen species, especies reactivas de oxígeno 

SART3  squamous cell carcinoma antigen recognized by T cells, antígeno del carcinoma 

  de células escamosas reconocido por las célulasT 

scFv  single chain variable fragment, fragmento variable de cadena única 

SD  stable disease, enfermedad estable 

SDF1a  stromal cell-derived factor 1, factor 1a derivado de células del estroma  

  (CXCL12) 

SI  stimulation index, índice de estimulación 

SIRPa  signal-regulatory protein a, proteína a reguladora de señales 

SS  short survivals, cortos supervivientes 

SSO  sequence specific oligonucleotides, oligonucleótidos específicos de secuencia 



 

    

TAA  tumor associated antigens, antígenos asociados a tumores 

TAC  tomografía computarizada 

TAG-72  tumor-associated glycoprotein 72, glucoproteína 72 asociada a tumor 

TAMs  tumor associated macropahges, macrófagos asociados a tumor 

TCR  T cell receptor, receptor de linfocitos T 

TGF  transforming growth factor, factor de crecimiento transformante 

TGFβII  TGF-β tipo II 

Th1  linfocitos T helper tipo 1 

Th17  linfocitos T helper tipo 17 

Th2  linfocitos T helper tipo 2 

TILS  tumor infiltrating lymphocytes, linfocitos infiltrantes de tumor  

TIM3  T cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3, inmunoglobulina de  

  células T y la proteína que contiene el dominio de mucina 

TLR  toll like receptor, receptor de tipo toll 

TMB  tumor mutational burden, carga mutacional tumoral 

TME  tumor microenvironment, microambiente tumoral 

TNF-α  tumor necrosis factor alfa, factor de necrosis tumoral alfa 

TOMM34 translocase of outer mitochondrial membrane 34, translocasa de la membrana  

  mitocondrial externa 34 

Treg  linfocito T regulador 

TSA  tumor specific antigens, antígenos específicos de tumores 

tTCR  TCR transgénico 

ULN  upper limit normal, límite superior de normalidad 

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1, proteína de adhesión de células vasculares 1 

VEB  virus Epstein-Barr 

VEGF  vascular endothelial growth factor, factor de crecimiento del endotelio  

  vascular 

VHS  virus del herpes simple 

VIH  virus de la inmunodeficiencia humana 

VISTA  V-domain immunoglobulin suppressor of T cell activation, supresor de Ig de  

  dominio V de la activación de células T 

VPH  virus del papiloma humano 

WT1  Wilms tumor protein 1, proteína 1 del tumor de Wilms 
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Introducción  

1. Historia de la inmunoterapia antitumoral 

A lo largo de la historia se han descrito numerosos casos de regresiones tumorales tras 

infecciones o episodios febriles, ya desde el antiguo Egipto hasta principios del siglo XVIII, 

aunque las bases científicas de la modulación del sistema inmunitario para el tratamiento del 

cáncer datan de finales del siglo XVIII, gracias a la aparición de las técnicas histológicas. Ya en 

el siglo XIX, los alemanes Busch y Fehleisen reportaron, de manera independiente, cómo 

pacientes que habían sufrido infecciones por erisipelas experimentaban regresión del tumor 

(1,2). 

Los primeros registros médicos en los cuales se tiene constancia del uso del sistema 

inmunitario para luchar contra el cáncer datan de finales del siglo XIX, publicados por el 

cirujano William Coley, el llamado “Padre de la Inmunoterapia del Cáncer”. Basándose en 

observaciones previas de sus colegas alemanes y en las suyas propias de que los pacientes con 

cáncer que sufrían alguna infección experimentaban mejoría, y fijándose especialmente en la 

conexión que existía entre aquellos que padecían erisipelas y la remisión de sarcomas de 

tejidos blandos, Coley decidió inyectar bacterias Streptocuccus pyogenes directamente en el 

tumor de un paciente afecto de sarcoma. Repitió el procedimiento durante 1 año y consiguió 

una regresión tumoral, logrando una supervivencia del paciente de 8 años (3). Durante los 

años posteriores, fue modificando y mejorando el cóctel bacteriano utilizado hasta crear un 

extracto inactivado de S. pyogenes y Serratia mascenses (una combinación de bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas con grandes propiedades inmunoestimulantes) denominada como 

la “toxina de Coley”, con la cual siguió experimentando en diversos pacientes (4,5). Los 

resultados obtenidos fueron muy variables y en algunos casos se produjeron efectos adversos 

de gravedad (6). Esta falta de reproducibilidad, junto con la aparición de nuevas terapias 

antitumorales como la quimioterapia y la radioterapia, hicieron que el uso de esta práctica no 

se extendiera más allá y se abandonó, aunque gracias a su labor pionera, la propia hija de 

Coley, Helen Coley Natus, fundó en 1953 el Cancer Research Institute de Nueva York, dedicado 

al desarrollo de tratamientos de inmunoterapia contra el cáncer. Habría que esperar casi un 

siglo para pudiéramos volver a ver el uso de bacterias en el tratamiento del cáncer, cuando el 

grupo de Morales demostró la eficacia del tratamiento del cáncer de vejiga usando bacterias 

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) (7). 

Más tarde, ya en el siglo XX, el concepto de inmunoterapia del cáncer resurgió gracias a la 

hipótesis de “vigilancia inmunitaria” propuesta inicialmente por Paul Ehrlich, quien postulaba 

que el sistema inmunitario estaba constantemente destruyendo células tumorales en nuestro 
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organismo (8). Sin embargo, no fue hasta décadas más tarde, cuando MacFarlane Burnet y 

Lewis Thomas plantearon de manera independiente esta teoría de la inmunovigilancia 

antitumoral con bases celulares y moleculares (9). Según la teoría de Burnet, en animales 

longevos los cambios genéticos heredables representarían un paso hacia la malignidad, con lo 

que deberían existir mecanismos para eliminar estas células mutantes potencialmente 

dañinas, postulando que esos mecanismos eran de carácter inmunológico, gracias a que las 

células tumorales poseían nuevos antígenos que provocaban una reacción inmunitaria capaz 

de lograr la regresión tumoral sin dejar indicios clínicos de su existencia. 

Posteriormente surgieron numerosos avances en al campo de la inmunología que 

permitieron señalar la importancia de la relación entre el sistema inmunitario y el cáncer: la 

caracterización de la respuesta inmune adaptativa con el importante papel ejercido por los 

linfocitos T (10), el descubrimiento de las células dendríticas y su papel en la inmunidad innata 

(11), la descripción del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, major histocompatibility 

complex) y su restricción (12), o el papel citotóxico de las células natural killer (NK) (13). 

 Estos avances, junto con la demostración de que la inmunidad antitumoral podía ser 

transferida en ratones (14), así como las regresiones espontáneas de melanoma observadas en 

pacientes con enfermedades autoinmunes (15), hicieron que la teoría de la inmunovigliancia 

fuese cobrando fuerza, aunque no fue hasta finales del siglo XX cuando finalmente se afianzó 

gracias al avance de las técnicas bioquímicas y moleculares, así como los modelos murinos 

knockout, que demostraron la relación entre los déficits del sistema inmunitario y el cáncer y 

permitieron la identificación de la respuesta inmunitaria específica contra los tumores. 

Ya en el siglo XXI, la importancia del papel ejercido por el sistema inmunitario en el cáncer, 

y su potencial uso como terapia antitumoral, se vio reforzado con el descubrimiento de los 

immune checkpoints y su aplicación en el tratamiento del cáncer mediante su bloqueo (16), 

consiguiendo años más tarde la aprobación de la FDA para ipilimumab en el tratamiento de 

melanoma (17), siendo la primera aprobación, a la que rápidamente seguirían otros, de este 

tipo de fármacos. Otros ejemplos de cómo la modulación del sistema inmunitario se ha llevado 

a la práctica clínica son la aprobación de la FDA de la primera vacuna con células dendríticas, 

sipuleucel-T, para el tratamiento del cáncer de próstata (18); o más recientemente, las 

estrategias de modificación genética de los linfocitos T, con la cual el grupo de Carl June 

consiguió inducir remisiones completas en pacientes con leucemia linfática crónica mediante 

el uso de chimeric antigen receptors (CARTs) (19). 



Introducción 
 

 5 

Introducción Actualmente, gracias a todos los hallazgos anteriormente mencionados, se reconoce la 

existencia de una respuesta inmunitaria contra el cáncer, que comienza con la detección de 

señales de peligro originadas durante el desarrollo tumoral y la liberación de antígenos 

tumorales. Estas señales estimulan en primera instancia a las células del sistema inmune 

innato, que a través de las células presentadoras de antígenos activarán a las células del 

sistema inmune adaptativo, principalmente los linfocitos T. Estos linfocitos, una vez activados 

tras haber entrado en contacto con los antígenos tumorales, migrarán a la zona del tumor, 

donde reconocerán a las células tumorales, proliferarán produciendo una infiltración de 

linfocitos específicos y finalmente destruirán el tumor (20). 

En la actualidad continúan reportándose casos de pacientes que tras experimentar diversas 

infecciones, han desencadenado una respuesta anti-tumoral suficiente capaz de lograr la 

remisión espontánea del tumor que padecían (21), incluso el reciente virus SARS-CoV-2 se ha 

descrito como inductor de la remisión en un paciente con linfoma de Hodgkin (22). 

A pesar de la capacidad del sistema inmunitario para reconocer al tumor, éste cuenta con 

mecanismos de evasión para seleccionar aquellas clonas tumorales que son resistentes a los 

mecanismos efectores del sistema inmunitario. Por ello, a pesar de la revolución que ha 

supuesto la aparición de la inmunoterapia como herramienta para combatir el cáncer, aún 

quedan mecanismos por comprender y dilucidar cómo sacarles el máximo partido para 

conseguir potenciar la capacidad antitumoral de nuestro sistema inmunitario, logrando así 

expandir el papel de la inmunoterapia en el tratamiento del cáncer a un rango más amplio de 

pacientes subtipos de tumores. 

2. Sistema inmunitario y tumores 

La importancia de la inmunovigilancia en la prevención del cáncer se conoce desde hace 

décadas (23,24). Se ha podido evidenciar cómo los individuos inmunodeprimidos, ya sean 

aquellos que padecen una inmunodeficiencia congénita, o adquirida (como los pacientes 

trasplantados o infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana, VIH), tienen un mayor 

riesgo de desarrollar tumores (25). 

Nuestro sistema inmunitario se encuentra constantemente patrullando a lo largo de 

nuestro organismo para detectar y eliminar células tumorales potencialmente dañinas. 

Numerosos estudios han demostrado la importancia de la inmunovigilancia en la prevención 

del cáncer (9). Sin embargo, a pesar de los mecanismos de nuestras células inmunitarias para 

detectar y eliminar estas células cancerosas, los tumores siguen desarrollándose aun en 
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individuos sanos e inmunocompetentes. Esto pone de manifiesto los complicados mecanismos 

e interacciones en el microambiente tumoral. 

La presión que ejerce el sistema inmunitario sobre las células tumorales hace que el tumor 

se adapte y evolucione y se vuelva menos inmunogénico o desarrolle mecanismos de 

resistencia para poder progresar en un entorno inmunocompetente. Los tumores consiguen 

aprovecharse de los propios mecanismos del sistema inmunitario para luchar contra él y 

volverlos en su contra, ya sea favoreciendo una inflamación crónica que facilite la progresión 

del tumor, seleccionando las clonas tumorales menos inmunogénicas o sobre-expresando 

moléculas inhibitorias que en condiciones fisiológicas sirven para evitar una sobre-

estimulación del sistema inmunitario que podría resultar dañina.  

 

Figura I1. Teoría de la inmunoedición del cáncer. Esta teoría consiste en 3 fases secuenciales: 

eliminación, equilibrio y escape. Durante la fase de eliminación, el sistema inmune es capaz de 

destruir las células tumorales. Si alguna célula tumoral escapa a este primer proceso, entraríamos 

en la fase de equilibrio, mediado principalmente por el sistema inmune adaptativo, donde el tumor 

entra en un estado de quiescencia y sufre diversas adaptaciones y ediciones en cuanto a su 

inmunogenicidad. Debido a la presión ejercida por el sistema inmune durante la fase de equilibrio, 
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Introducción pueden aparecer variantes tumorales que acaban escapando a la respuesta inmune y el tumor pasa 

a la fase de escape y se hace clínicamente evidente. Adaptado de (26). 

 

Así que, por un lado, la respuesta inmunitaria es eficaz eliminando tumores, pero al mismo 

tiempo, esa presión que ejerce sobre las células cancerígenas hace que se seleccionen aquellas 

células tumorales que puedan escapar a la respuesta inmunitaria y continuar su proliferación. 

Esto explica la supuesta paradoja que supone el desarrollo de tumores en individuos 

inmunocompetentes, y abrió las puertas al descubrimiento de las “vías de agotamiento” (cell 

exhaustion) de las células del sistema inmunitario inducidas por tumores (8). 

Hay numerosos estudios que correlacionan una mayor presencia de infiltrado inmunitario 

en el tumor con un mejor pronóstico y supervivencia. En ocasiones, el valor pronóstico de la 

infiltración linfocitaria en el tumor es mayor que los métodos tradicionales histológicos y de 

estadiaje (27–29). 

En muchas ocasiones, para entender mejor el papel que ejerce el sistema inmunitario en el 

desarrollo de los tumores se habla de la teoría de la “inmunoedición” del cáncer (30), que 

comprende 3 fases (figura I1). 

Primero tendría lugar la fase de eliminación, durante la cual las células y mediadores del 

sistema inmunitario son capaces de eliminar a las células tumorales y frenar crecimiento del 

tumor; posteriormente estaría la fase de equilibrio, en la cual las células tumorales que han 

sobrevivido a la primera fase entran en un estado de equilibrio dinámico con el sistema 

inmunitario, de manera que éste no es capaz de eliminarlas por completo pero sí es capaz de 

frenar su proliferación, quedando en un estado latente (lo cual puede traducirse en que el 

sistema inmunitario acabe moldeando al tumor); y finalmente en la fase de escape las células 

tumorales que estaban en estado latente y han acumulado mutaciones y cambios suficientes 

comienzan a proliferar de manera incontrolada, sin que el sistema inmunitario sea capaz de 

controlarlas, lo cual se traduce en la aparición de un tumor maligno. 

2.1. Antígenos tumorales 

El hecho de que exista una inmunidad antitumoral específica, implica que el sistema 

inmunitario debe reconocer como extraños antígenos expresados en las células tumorales. 

Tradicionalmente, se dividía a estos antígenos tumorales en 2 grandes grupos en función de 

su expresión: antígenos específicos de tumores (TSA, tumor specific antigens), aquellos que se 

expresan únicamente en células tumorales (ya sea de manera exclusiva en un individuo, o bien 
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compartidos por varios tumores); y antígenos asociados a tumores (TAA, tumor associated 

antigens), que también se expresan en células sanas, pero en las células tumorales lo hacen de 

manera aberrante o anómala (31). 

Actualmente, la clasificación de los antígenos tumorales se basa en la estructura molecular 

y el origen de esos antígenos. En base a esto, podemos distinguir 5 grandes grupos, que se 

detallan a continuación. 

2.1.1.Productos de genes mutados 

Los oncogenes y los genes supresores de tumores, cuando sufren mutaciones dan lugar a 

proteínas diferentes a las de las células normales, con lo que pueden desencadenar una 

respuesta inmunitaria contra las mismas (32). Estas proteínas mutadas favorecen el desarrollo 

del fenotipo tumoral de las células, como por ejemplo los oncogenes RAS (33) y Bcr/Abl (34) o 

los genes supresores de tumores como p53 (35). 

Dentro de este grupo también estarían aquellos antígenos producidos por genes mutados 

aleatoriamente que no están relacionados con el fenotipo de malignidad de las células, como 

por ejemplo aquellos inducidos por sustancias cancerígenas. Cualquier proteína mutada que 

pueda dar lugar a péptidos que se unan al MHC puede actuar como antígeno tumoral (31). 

Gracias a las técnicas de secuenciación masiva, se pueden conocer fácilmente los péptidos 

específicos de tumor de un paciente a partir de una muestra tumoral. 

2.1.2. Proteínas celulares no mutadas, pero expresadas de forma anómala 

Otro grupo de proteínas que puede actuar como antígenos tumorales son aquellas que se 

expresan también en células sanas, pero en el caso de las células tumorales lo hacen de 

manera anómala o aberrante (36). Por ejemplo, péptidos derivados de la melanina que se 

expresan en bajas concentraciones en melanocitos sanos, pero que se sobre-expresan en 

células de melanoma; o antígenos que sólo se expresan en células tumorales, trofoblastos y 

testículos, pero no en el resto de tejidos sanos. Como ejemplos de estos antígenos estarían las 

proteínas de las familias MAGE, BAGE y GAGE (37,38), así como el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EFGR, epidermal growth factor receptor), una glucoproteína de gran 

relevancia en cáncer colorrectal (39) ya que se encuentra sobre-expresada en este tipo de 

tumor, asociándose a un peor pronóstico y menor supervivencia (40). 

2.1.3. Antígenos de virus oncógenicos 

Tanto los virus de DNA (ácido desoxirribonucleico) como los de RNA (ácido ribonucleico) 

están implicados en la aparición de distintos tumores (41). Puesto que los péptidos víricos son 
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Introducción antígenos extraños, estos se encuentran entre los más inmunogénicos. Además, estos 

antígenos son compartidos por todos los tumores inducidos por el mismo virus, por lo que se 

ha podido producir vacunas efectivas contra este tipo de tumores utilizando péptidos 

recombinantes procedentes de las cepas oncógenas (42). 

Como ejemplos de virus de DNA y su asociación con tumores, estarían el virus Epstein-Barr 

(VEB) con los linfomas (43,44), el virus del papiloma humano (VPH) con el carcinoma cervical 

(45,46) y orofaríngeo (47) o el virus del herpes simple (VHS) con el sarcoma de Kaposi (48). En 

cuanto a los virus de ARN, el único retrovirus humano conocido causante de tumores es el 

virus linfotrófico de los linfocitos T humanos 1 (HTLV-1), causante de leucemia/linfoma de 

linfocitos T del adulto (49,50). 

2.1.4. Antígenos oncofetales 

Este tipo de antígenos son aquellos que se expresan de manera elevada en células 

tumorales y fetales, pero están prácticamente ausentes en tejidos adultos sanos. Se cree que 

la expresión de este tipo de proteínas se inhibe durante el desarrollo, y durante la 

transformación maligna de las células tumorales se suprime esta inhibición. Estos antígenos a 

menudo se utilizan como marcadores para el diagnóstico del cáncer, aunque también se 

pueden encontrar en pequeñas cantidades en células sanas o en diversas enfermedades 

inflamatorias. 

Entre los antígenos oncofetales mejor caracterizados se encuentran el antígeno 

carcinoembrionario (CEA, carcinoembryonic antigen) y la a-fetoproteína (AFP), que se 

encuentran principalmente elevados en tumores del tracto digestivo (51) y en el carcinoma 

hepatocelular (52), respectivamente. CEA es uno de los antígenos tumorales más estudiados 

en cáncer colorrectal desde hace décadas (53). Los niveles séricos de estas proteínas pueden 

usarse para monitorizar la respuesta a un tratamiento antitumoral y vigilar la recurrencia del 

tumor, pero no son útiles como marcadores diagnósticos de cáncer ya que sus niveles pueden 

aumentar en enfermedades no neoplásicas, pudiendo ser detectados en el suero de individuos 

sanos (54,55). Otro antígeno de este grupo de gran importancia en el cáncer colorrectal es la 

gonadotropina coriónica humana b (bHCG, beta human chorionic gonadotropin), que se asocia 

con un aumento del crecimiento del tumor y su capacidad invasiva (56), incremento de 

metástasis (57) y disminución de la supervivencia (58) en este tipo de tumores. 
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2.1.5. Antígenos glucolipídicos y glucoproteínicos alterados 

Diversas moléculas que se expresan en la superficie celular pueden sufrir modificaciones y 

favorecer el fenotipo maligno de las células tumorales, como la capacidad metastásica de las 

mismas. Estas moléculas alteradas son los gangliósidos (GM2, GD2 y GD3, sobre-expresadas en 

neuroblastoma, melanoma o sarcoma (59)), los antígenos de los grupos sanguíneos y las 

mucinas (MUC-1, sufren una glicosilación de manera aberrante y se sobre-expresa en 

carcinomas epiteliales, principalmente mama y colon (60) o CA-125, expresadas en carcinomas 

de ovario (61)). 

Este tipo de antígenos se expresan en mayor medida en las células cancerosas, haciendo 

que estos antígenos asociados a tumor sean una diana atractiva para el empleo de anticuerpos 

específicos antitumorales, así como su empleo como marcadores diagnósticos. 

2.1.6. Antígenos de diferenciación específicos de tejidos 

Aquellas moléculas que sólo se expresan en las células de origen de los tumores, pero no en 

el resto de tejidos se denominan antígenos de diferenciación, ya que son específicos de un 

linaje celular en particular o bien de un estado de diferenciación concreto de varios tipos 

celulares. Puesto que son moléculas propias normales, ya que se expresan también en tejidos 

sanos, no inducen mucha inmunogenicidad. 

Estos antígenos sirven para identificar el origen tumoral, así como para ser usados como 

dianas terapéuticas mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, como por ejemplo 

rituximab (anti-CD20), el primer anticuerpo monoclonal utilizado en oncología administrado 

eficazmente para el tratamiento de linfoma B no Hodgkin y otros linfomas de estirpe B (62); o 

los marcadores de diferenciación melanocito-melanoma, como la proteína MART-1/Melan-A, 

utilizada en la inmunoterapia de melanoma (63). 

2.2. Mecanismos efectores (respuesta inmunitaria frente a los tumores) 

Todos estos antígenos tumorales son procesados y presentados por moléculas de HLA en la 

superficie de las propias células tumorales o bien por parte de las células presentadoras de 

antígenos. Una vez en la superficie, éstos son reconocidos por los linfocitos T a través de sus 

receptores de membrana (TCR, T cell receptor), que interaccionan con las moléculas de HLA 

que contienen los péptidos tumorales y, con la ayuda de moléculas coestimuladoras, producen 

la activación y expansión clonal de los linfocitos T específicos para esos antígenos tumorales 

reconocidos (figura I2). Los CD4 reconocen los antígenos tumorales asociados a moléculas HLA 

de clase II y los CD8 a moléculas HLA de clase I. A pesar de que una elevada infiltración de 
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Introducción linfocitos CD8 en el tumor se asocia a un mejor pronóstico en diversos cánceres, ya que éstos 

son capaces de destruir directamente a las células tumorales, también se ha visto como los 

linfocitos CD4 juegan un papel muy importante en respuesta inmunitaria antitumoral, 

mediante la secreción de diversas citocinas que estimulan a los linfocitos T citotóxicos.  

 

Figura I2. Respuesta inmunitaria frente a tumores: ciclo inmunidad-cáncer. La generación de una 

respuesta inmune frente al cáncer es un proceso cíclico que da lugar a la generación de factores 

tanto estimulantes como inhibidores del sistema inmune. Se divide esquemáticamente en 7 

procesos principales, desde la liberación de antígenos tumorales hasta la destrucción de las células 

tumorales. En la figura se describen los distintos procesos, con las principales células implicadas en 

cada uno de ellos. Adaptado de (64). 

2.2.1. Linfocitos T 

Los linfocitos T citotóxicos CD8 constituyen el principal mecanismo antitumoral de nuestro 

sistema inmunitario. Estas células son capaces de detectar y eliminar células malignas que 

expresen antígenos adecuados asociados a moléculas del MHC. 

Su presencia es tan importante que la detección de infiltrados de este tipo de células en el 

tejido tumoral se asocia con un mejor pronóstico en la mayoría de tumores. 

Para poder estimular a estas células CD8, los antígenos tumorales deben ser reconocidos a 

través de moléculas del MHC de clase I, sin embargo, cuando las células presentadoras de 

antígenos (APCs, antigen presenting cells) captan estos antígenos tumorales, puesto que son 

exógenos, los presentan a través del MHC de clase II a los linfocitos CD4. Para poder 

desencadenar la respuesta inmunitaria más eficaz, estimulando a los CD8, también tiene lugar 
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la llamada “cross-presentación” o presentación cruzada, mediante la cual los péptidos 

tumorales son captados y procesados por las APCs quienes, a través de sus moléculas del MHC 

de clase I y la expresión de moléculas coestimuladoras, son capaces de estimular a los 

linfocitos T CD8 (figura I3) (65). Este proceso de presentación cruzada es clave para 

desencadenar una respuesta inmune antitumoral más potente. 

 

Figura I3. Presentación cruzada de antígenos tumorales. Además de la presentación antigénica a 

los CD4 por parte del MHC-II de APCs, los linfocitos CD8 también pueden ser activados por esta vía 

a través de presentación cruzada (cross-presentation) de antígenos tumorales en el MHC-I de las 

APCs, que pueden captar estos antígenos mediante fagocitosis de restos tumorales. Estos CD8 

activados pueden inducir la apoptosis tumoral por la vía de granzima/perforina.  Adaptado de (66). 

DC (célula dendrítica), MF (macrófago). 

Los linfocitos T cooperadores CD4 también son importantes en la inmunidad antitumoral. 

Éstos liberan citocinas que favorecen la diferenciación de los linfocitos T citotóxicos, y otras 

como el TNFa o el IFNg, que aumentan la expresión del MHC clase I y activan a los macrófagos, 

entre otros. 
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Introducción 2.2.2. Anticuerpos 

El sistema inmunitario también puede sintetizar anticuerpos contra los antígenos tumorales 

anteriormente descritos. Estos anticuerpos lograrán la destrucción de las células tumorales 

mediante la activación del complemento o a través de la citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos, mediada por macrófagos y células NK. 

A pesar de haber demostrado capacidad antitumoral para destruir células tumorales in 

vitro, los datos de eficacia de respuesta inmunitaria humoral en pacientes con cáncer son muy 

limitados. 

2.2.3. Células NK 

Las células tumorales que expresan ligandos para receptores activadores y bajos niveles de 

MHC clase I son susceptibles de ser eliminadas por las células NK. Algunos tumores, debido a la 

presión ejercida por los linfocitos T citotóxicos, pierden su expresión de MHC de clase I, lo que 

las convierte en una diana para las NK. Además, algunos tumores expresan MIC-A o MIC-B, 

ligandos del receptor activador NKG2D de las NK. 

La capacidad citotóxica de estas células NK puede verse aumentada con la presencia de 

ciertas citocinas como IFN-g, IL-15 o IL-12. Además, las células NK activados por la IL-2, 

llamados linfocitos citolíticos activados por citocinas (LAK, lymphokyne-activated killer), tienen 

una potencia citolítica mayor que las propias NK, lo cual las hace atractivas como candidatas a 

ser usadas como inmunoterapia antitumoral. 

2.2.4. Macrófagos 

En función del fenotipo que presenten los macrófagos, estos pueden inhibir o promover el 

crecimiento de los tumores. Se identifican los macrófagos de tipo M1, activados a través del 

reconocimiento de patrones asociados a daños celulares por sus TLR o mediante el INF-g, son 

capaces de eliminar las células tumorales mediante los mismos mecanismos que utilizan para 

eliminar microorganismos infecciosos, como la producción de óxido nítrico. Por otro lado, los 

macrófagos de tipo M2, que son activados de manera alternativa, secretan VEGF, TGFb y otros 

factores solubles que promueven la angiogénesis y la progresión tumoral. 

2.3. Mecanismos de evasión tumoral 

A pesar de todos los mecanismos anteriormente descritos con los que cuenta nuestro 

sistema inmunitario para luchar contra los tumores, en ocasiones estos no son suficientes para 

impedir el desarrollo del cáncer.  
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Figura I4. Mecanismos de evasión tumoral. En el microambiente tumoral se producen 

interacciones entre los distintos elementos celulares (APCs, NKs, Treg, etc) y solubles (citocinas o 

quimiocinas) que pueden favorecer el crecimiento de las células tumorales a pesar de la acción del 

sistema inmune. Adaptado de (67). 

Esto es debido a que existen otros procesos, algunos intrínsecos a las células tumorales y 

otros mediados por las propias células del sistema inmunitario, contrarios a dichos 

mecanismos efectores, que hacen posible que el tumor acabe evadiendo la respuesta 

inmunitaria antitumoral (figura I4).  

Debido a la inmunovigilancia ejercida sobre el tumor se produce una selección de las 

variantes tumorales menos inmunogénicas que conducen finalmente al crecimiento 

incontrolado del tumor. 

Es importante comprender estos mecanismos de evasión inmunitaria de los tumores, ya 

que ello nos permitirá encontrar los puntos débiles donde intervenir y potenciar nuestro 

sistema inmunitario que se traducirá, en última instancia, en la erradicación del tumor.  A 

continuación, se describen las principales estrategias de escape tumoral. 

2.3.1. Pérdida de la expresión de antígenos tumorales 

Recuperando el concepto de la inmunoedición tumoral antes mencionado (30), la presión 

ejercida por el sistema inmunitario sobre las células tumorales hace que éstas, gracias a las 

mutaciones sufridas durante su proliferación, seleccionen aquellas variantes menos 
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Introducción inmnunogénicas que, por lo tanto, tendrán menos probabilidades de ser reconocidas por el 

sistema inmunitario y podrán sobrevivir. Esta teoría se ha demostrado en diversos 

experimentos llevados a cabos en ratones. En ellos, se inducían tumores a ratones 

inmunodeficientes y a ratones sanos, para posteriormente trasplantar dichos tumores a otros 

ratones sanos y comprobar que el tumor se reproducía con más frecuencia cuando provenía 

de ratones sanos, debido a que las células tumorales ya habían estado sometidas a la presión 

del sistema inmunitario y se habían vuelto menos inmunogénicas y más difíciles de eliminar 

por parte de otro sistema inmunitario. Esta presión no existía cuando el tumor provenía de 

ratones inmunodeficientes, con lo que el ratón sano podía detectar más fácilmente las células 

tumorales inmunogénicas (figura I5).  

 

Figura I5. Inmunoedición tumoral. Demostración de esta teoría con experimentos de trasplantes 

tumorales en ratones: los ratones que recibieron tumores provenientes de ratones 

inmunocompetentes (en azul) desarrollaron en su mayoría el tumor. Sin embargo, en los ratones 

que recibieron tumores de ratones inmunodeficientes sólo una parte desarrolló el tumor (en 

violeta) mientras que otra parte pudo eliminarlo (en rojo), gracias a que las células tumorales 

proveían de un entorno con poca presión inmunitaria y eran más inmunogénicas. Adaptado de 

(26). 

Uno de las estrategias que utilizan las células tumorales para ser menos inmunogénicas es 

la disminución o pérdida de la expresión de los antígenos tumorales. A medida que las células 
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tumorales van acumulando mutaciones, pueden perder genes que codifiquen los antígenos 

tumorales que son reconocidos por el sistema inmunitario. Si pierden antígenos que no son 

necesarios para su crecimiento ni su fenotipo, estas células podrán sobrevivir con mayor 

probabilidad.  

Otro de los mecanismos empleados por los tumores para evadir al sistema inmunitario es la 

alteración en la expresión de moléculas MHC, gracias a lo cual mantendrán sus antígenos 

tumorales, pero éstos serán invisibles para el sistema inmunitario. Las células tumorales son 

capaces de inhibir la expresión de la clase I del MHC, de manera que los linfocitos no podrán 

reconocer los antígenos. Sin embargo, esta pérdida de MHC clase I hará que se estimulen las 

células NK. Este defecto de expresión se ha observado en diversos tumores (68,69), y afectan 

generalmente a la b2-microglobulina o a los componentes de la maquinaria del procesamiento 

antigénico, como el transportador asociado al procesamiento de antígenos y algunas 

subunidades del proteasoma. Estas alteraciones darán lugar a fenotipos de MHC alterados, ya 

sea con pérdida alélica, de locus o de haplotipo (figura I6). 

 

Figura I6. Alteraciones en la expresión de moléculas HLA clase I en células tumorales. Estas 

alteraciones pueden producirse debido a defectos tanto genéticos como no-genéticos 

(esquematizados en la imagen) y pueden dar lugar a: pérdida completa o disminución en la 

expresión del HLA, pérdida de un haplotipo, pérdida de uno o varios alelos. Adaptado de (70). 
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Introducción Las alteraciones en la expresión de las moléculas de MHC harán que, aunque existan los 

antígenos tumorales, estos no puedan ser presentados a los linfocitos T que por lo tanto no 

podrán reconocerlos. 

2.3.2. Inhibición activa de la respuesta inmunitaria 

Uno de los mecanismos frecuentemente utilizados por los tumores es el aumento de 

expresión de diversas moléculas de superficie capaces de inhibir a los linfocitos T. Este 

aumento de moléculas inhibidoras, denominadas puntos de control inmunológico o 

checkpoints, en condiciones normales es utilizado por células sanas para mantener la 

tolerancia de los linfocitos T y evitar una excesiva estimulación de los mismos, para no 

desencadenar una respuesta autoinmunitaria. Una de las moléculas inhibitorias más 

representativas que expresan los tumores es PDL-1, que al unirse a su ligando PD-1 en los 

linfocitos T afecta a su supervivencia y producción de citocinas. PD-L1, junto con CTLA-4, 

también se expresa en las APCs, contribuyendo estas células presentadoras de antígeno a 

inhibir la activación de los linfocitos T. Utilizar anticuerpos monoclonales que bloquean estas 

vías inhibitorias es uno de los últimos logros en el campo de la inmunoterapia antitumoral, que 

se expondrá más adelante en el apartado 7. 

Además del aumento de expresión de moléculas inhibitorias, las células tumorales también 

pueden secretar diversos factores que inhiben tanto la respuesta inmune adaptativa como la 

innata. Uno de los ejemplos más destacados es el TGF-b, que inhibe la proliferación, 

diferenciación y función efectora de linfocitos T (71), así como la expresión de receptores 

activadores NKG2D y NKp30 en NK (72), así como la función de los macrófagos (73). Otros 

factores solubles derivados del tumor implicados en la supresión de la respuesta inmunitaria 

son VEGF, IL-10, las ROS, IDO o PGE2. Éstas pueden actuar directamente sobre los linfocitos o 

bien de forma indirecta mediante la transformación de APC hacia un fenotipo más 

tolerogénico, o favoreciendo la angiogénesis al aumentar la producción de metaloproteinasas 

de matriz como MMP2 y MMP9 (74). 

Los linfocitos T reguladores (Treg) también juegan un papel clave en la promoción del 

crecimiento del tumor, ya que producen IL-10 y TGF-b (citocinas inmunosupresoras) y 

expresan moléculas inhibidoras como CTLA-4 y PD-1 (que inhiben a las APCs y favorecen su 

fenotipo tolerogénico). Todo contribuye a la inhibición de la respuesta inmunitaria antitumoral 

y favorece un ambiente inmunosupresor (75). 

Los macrófagos que se encuentran en el microambiente tumoral inmunosupresor (TAMs, 

tumor associated macropahges) tienen un fenotipo M2 que favorecen el crecimiento y la 



Inmunoterapia del cáncer colorrectal con anti-PD-L1 y células dendríticas 

 

    18 

invasividad de los tumores. Estos macrófagos, que secretan IL-10 y PGE2, reducen la activación 

y funciones efectoras de los linfocitos T, favorecen la diferenciación de los linfocitos hacia un 

fenotipo Th2, la angiogénesis e inhiben la función citotóxica de las NKs (76). 

 

Figura I7. Mecanismos de inhibición de MDSC. M-MDSC, monocytic MDSCs; G-MDSC, granulocytic 

MDSCs; TDFs, tumor derived factors; MMPs, matrix metalloproteinases; VEGFs, vascular endothelial 

growth factors; HIFs, hypoxia-inducible factors; PD1, programmed cell death protein 1; PD-L1, 

programmed death-ligand 1; TCR, T-cell receptor; CDK4, cyclin-dependent kinase 4; ARG1, arginase 

I; NK cells, natural killer cells; NKP30, natural killer protein 30; iNOS, inducible nitric oxide synthase; 

NO, nitric oxide; ONOO-, peroxynitrite; MHC II, major histocompatibility complex class 2; CCR2, C-C 

motif chemokine receptor 2; NF-κB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; 

MiR-130b, microRNA 130b; SLFN4, Schlafen4; TGFβ, transforming growth factor β; NKG2D, natural 

killer group 2 member D; Foxp3, forkhead box P3; Treg, regulatory T-cell; IL-10, interleukin 10; IL-12, 

interleukin 12; TAMs, tumor associated macrophages; DCs, dendritic cells; STAT3, signal transducer 

and activator of transcription 3. Adaptado de (77). 

Las células supresoras mielocíticas (MDSC, myeloid-derived supressor cells) son un grupo 

heterogéneo de precursores mielocíticos inmaduros (mayoritariamente granulocitos, 

macrófagos y DCs), definidos comúnmente como CD11b+CD33+, que se acumulan en los 

tejidos linfáticos, sangre o tumores, suprimiendo la respuesta inmune innata y adaptativa (78). 

Cancer cells
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Introducción Diversos mediadores proinflamatorios producidos por las células tumorales, como VEGF, IL-6 o 

PGE2, reclutan estas células desde la médula ósea al resto de tejidos. Una vez en el 

microambiente tumoral, las MDSC liberan factores inmnosupresores como IL-10 o TGFb, que 

junto con la elevada expresión de arginasa (que favorece la depleción de arginina) y óxido 

nítrico sintasa inducible (que aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno) inhiben 

la función inflamatoria de macrófagos, DCs y NKs, dificultan la activación de los linfocitos T y 

favorecen el desarrollo de linfocitos Treg y Th2 (79). Todo esto contribuye a crear un ambiente 

inmunosupresor en el tumor, dificultando la eliminación de las células tumorales por parte del 

sistema inmunitario (figura I7). 

Otro de los mecanismos que pueden favorecer la evasión tumoral es la disminución de la 

expresión de moléculas coestimuladoras. Si los linfocitos T no reciben señales estimulantes 

suficientes, entran en un estado de anergia. En distintos tumores se ha visto una disminución 

de moléculas de la familia B7 en las células tumorales que se traduce en un descenso de la 

expresión de la cadena CD3z de los linfocitos T y de los ligandos activadores de las NK como 

NKG2D o NKp30 (80–82). Además, también se ha descrito un aumento de la expresión de Fas-

L, que al interaccionar con su receptor Fas en los linfocitos T, inducen la apoptosis de los 

mismos. Algunas células tumorales también adquieren cambios genéticos que les permiten 

modular la expresión de receptores pro- y anti-apoptóticos (Bcl-2 o Fas), lo cual incrementa la 

resistencia de estas células a la apoptosis mediada por receptores de muerte (80). 

2.3.3.Papel del sistema inmunitario en la promoción del crecimiento tumoral 

Pese al papel indispensable que juega el sistema inmunitario en la erradicación de los 

tumores, también se ha visto que el mismo puede contribuir al desarrollo de algunos tumores 

sólidos.  

La inflamación crónica es un factor de riesgo importante en el desarrollo de diversos 

tumores, como es el caso de la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa. También los tumores 

asociados a infecciones se han relacionado como consecuencia indirecta de la inflamación 

sostenida producida como respuesta a los microorganismos infecciosos. Un ejemplo sería el 

carcinoma gástrico debido a la infección crónica por Helicobacter pylori o los carcinomas 

hepáticos desarrollados tras infecciones crónicas de VHB y VHC. Los mecanismos moleculares 

mediante los cuales estas infecciones crónicas favorecen el desarrollo tumoral no se conocen 

en profundidad, pero esta asociación se ha demostrado en diversos modelos de animales. 

La respuesta inmunitaria innata es la principal responsable de la promoción tumoral. 

Diversas células, principalmente macrófagos de tipo M2, liberan factores que favorecen la 
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angiogénesis y modifican el tejido extracelular, como el VEGF y MMP-9, respectivamente. Esta 

angiogénesis y reestructuración tisular que ocurren durante la inflamación crónica favorecen 

el crecimiento y diseminación tumoral. Otros factores del sistema inmune innato que 

favorecen la transformación neoplásica y el desarrollo de tumores son la producción de 

radicales libres (que induce mutaciones en protooncogenes y genes supresores de tumores), 

factores solubles secretados por granulocitos que favorecen la supervivencia de las células 

tumorales o la activación de la vía NF-kB. Los linfocitos B secretan factores que regulan la 

proliferación tumoral y los linfocitos T pueden activar macrófagos durante una infección 

persistente, por lo que el sistema inmune adaptativo también puede desempeñar un papel 

relevante en la progresión de los tumores, ya que pueden promover la activación de las células 

del sistema inmune innato.   

El desafío para los inmunólogos es conseguir un equilibrio entre una respuesta inmunitaria 

potente capaz de contener al tumor, pero sin provocar reacciones inflamatorias prolongadas 

que acaben promoviendo el crecimiento tumoral. 

3. Células dendríticas 

Las células dendríticas (DCs) son las células presentadoras de antígenos más potentes que 

se conocen. Desempeñan un papel muy importante en la activación de los linfocitos T 

inmaduros (naïve) suponiendo un nexo de unión entre las respuestas inmunitarias innatas y 

adaptativas. 

Se encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos linfáticos, epitelio mucoso y el 

parénquima de los órganos. En cuanto a su origen, la mayoría provienen de un precursor 

mieloide de células hematopoyéticas que puede diferenciarse en monocitos, pero no en 

granulocitos, aunque algunas también pueden derivar de precursores embrionarios y de 

monocitos, y dependen del ligando de Flt3, que se une a su receptor tirosin cinasa Flt3, para 

poder llevar a cabo su maduración. Además de su papel en el sistema inmunitario adaptativo, 

también juegan un papel relevante en las respuestas inmunitarias innatas frente a 

infecciones, ya que poseen receptores que reconocen patrones y moléculas producidas por 

microbios y en respuesta producen citocinas, de manera análoga a los que hacen los 

macrófagos. 

Las células dendríticas clásicas (o tradicionales), que se encuentran en piel, mucosas y 

parénquima de los órganos, migran a los ganglios linfáticos cuando reconocen microbios, 

donde presentarán los antígenos microbianos a los linfocitos T. 
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Introducción Existe una subpoblación de células dendríticas, llamadas células dendríticas foliculares, que 

juegan un papel importante en las infecciones víricas mediante su pronta respuesta. 

Reconocen ácidos nucleicos de los virus intracelulares y producen interferones de tipo I, con 

potentes actividades antivíricas. 

En cuanto a su papel en la inmunidad innata, estas células realizan una función esencial en 

el reconocimiento de patógenos, al ser las células que expresan más tipos diferentes de TLR y 

otros receptores de reconocimiento de patrones lo que las convierte en los detectores de 

PAMP y DAMP más versátiles de nuestro sistema inmunitario. 

Gracias a esta capacidad de respuesta innata contra los microbios, las células dendríticas 

son capaces de desencadenar con gran eficacia la respuesta inmune adaptativa mediada por 

linfocitos T. Esto se debe a la capacidad de las células dendríticas de captar antígenos 

microbianos, migrar con ellos hacia los ganglios linfáticos para presentarlos allí a los linfocitos 

T de manera que puedan reconocerlos adecuadamente, activarse y diferenciarse en linfocitos 

T efectores gracias a la expresión de moléculas coestimuladoras y la secreción de citocinas por 

parte de las células dendríticas. En función del tipo de microbio reconocido por las células 

dendríticas, éstas dirigirán la diferenciación de los linfocitos T naïve a linfocitos Th1 o Th17. 

3.1. Subtipos de células dendríticas 

Las células dendríticas están en la mayoría de tejidos y abundan en los órganos linfáticos, la 

piel y los tubos digestivo y respiratorio. La mayoría derivan de precursores mieloides del 

adulto, excepto las células de Langerhans de la piel, que se desarrollan a partir de precursores 

embrionarios.  

Los diferentes subtipos de células dendríticas se han definido en función de su fenotipo, 

perfil de transcripción, ontogenia y funciones. En función de su linaje, existen 2 poblaciones 

principales de células dendríticas (mieloides y plasmacitoides), además de las células 

dendríticas derivadas de monocitos (moDCs). Veremos con más detalle los diferentes subtipos 

de DCs en los siguientes apartados.  

3.1.1. Células dendríticas clásicas 

Estas células, también llamadas células dendríticas mieloides, tradicionales o 

convencionales (cDCs), son el subgrupo más numeroso en los órganos linfáticos. La mayoría 

deriva de precursores mielocíticos, que se diferencian en células dendríticas en los tejidos 

linfáticos y no linfáticos. En los tejidos en los que residen se encuentran constantemente 

tomando muestras del ambiente, ya sea intestino, piel, etc. 
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Al capturar antígenos, estas células migran a los ganglios linfáticos para presentárselos a los 

linfocitos T. Si se han encontrado en un ambiente inflamatorio o con microbios, las células 

dendríticas además producirán citocinas y aumentarán la expresión de moléculas 

coestimuladoras, donde iniciarán la respuesta inmunitaria de los linfocitos T. Sin embargo, si 

no existe un proceso inflamatorio o infeccioso, cuando las células dendríticas captan los 

antígenos no producirán citocinas ni expresarán moléculas de coestimulación, con lo que no 

estimularán a los linfocitos T. Esto último es útil para detectar linfocitos T autorreactivos o 

generar linfocitos T reguladores, de gran importancia para evitar mecanismos 

autoinmunitarios. 

Este tipo de células puede dividirse, a su vez, en otros 2 subgrupos: 

3.1.1.1. cDC1 

Identificadas como BDCA-1+CD1c+. Son las células dendríticas más efectivas para estimular 

respuestas de linfocitos T citotóxicos in vivo, mediante la presentación cruzada en la cual las 

cDC1 captan antígenos exógenos y se los presentan a los linfocitos T CD8+ a través de 

moléculas MHC de clase I. Esto las convierte en células clave en la regulación de la 

inmunoterapia del cáncer. 

Además de la presentación cruzada, estas células también pueden regular la respuesta 

inmunitaria innata a través de otros mecanismos siendo especialistas en la generación de 

respuestas inmunitarias de tipo Th1. Son las únicas que expresan TLR11 (83), que reconoce un 

antígeno de Toxoplasma gondii, siendo la fuente de IL-12 para luchar de manera aguda contra 

la infección de T.gondii. La IL-12 producida por cDC1 también estimula la producción de INF-g 

por parte de las células NK (84), aunque diversos estudios han observado que las cDC1 

producen menores niveles de IL-12 que cDC2, al contrario que en los modelos murinos (85). 

También se ha visto que las cDC1 expresan TLR3 (83), que al reconocer patrones como RNA 

de doble cadena induce la maduración de cDC1 y promueve respuestas antivirales y 

antitumorales (86,87). 

3.1.1.2. cDC2 

Identificadas como BDCA-3/CD141+. (CD88-CD1c+CD2+CD163). Se asocian a la activación 

de los linfocitos T CD4+ (88). 

Numerosos estudios han revelado la importancia de este subtipo de células dendríticas en 

la regulación de las respuestas inmunitarias de tipo II contra alérgenos y parásitos (89,90), las 
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Introducción respuestas inmunitarias de tipo III contra patógenos extracelulares y la microbiota intestinal 

(91) y las respuestas inmunitarias humorales contra antígenos en la vía sanguínea (92,93). 

En algunos estudios también se diferencian 2 subtipos de cDC2 en función de la expresión 

de CD5, conocidas como cDC2A (CD5+) y cDC2B (CD5-) (94), aunque por el momento no se han 

aportado evidencias suficientes para determinar las bases genéticas de estos sutipos con 

fenotipo y funcionalidad diferentes. 

Las cDC2 también pueden favorecer la diferenciación de los linfocitos T CD4 naive hacia 

linfocitos T colaboradores foliculares, mediante la estimulación directa y la producción de 

citocinas que favorecen este fenotipo, como TGF-b (95). 

Dentro de este grupo también se encontrarían las cDC3, definidas por el fenotipo de CD88-

CD1c+CD2+CD163+ (expresando o no CD14, que tradicionalmente se asociaba como un 

marcador de monocitos), de reciente descripción (96), que se caracterizan por la expresión de 

CDc1+CD14+, provienen de progenitores de granulocitos-monocitos y células dendríticas 

(GMDP) (97) y su función principal es, además de estimular a los linfocitos T naive como el 

resto de cDC2 (98), promover la diferenciación hacia Th17 (99) e inducir la expresión de CD103 

en los linfocitos T (98), un marcador de linfocitos residentes en tejidos. 

3.1.2. Células dendríticas plasmacitoides 

Estas células, definidas como HLA-DR+CD45RA+CD123+CD303+, tras activarse adquieren la 

forma de células plasmáticas, de ahí el nombre de células dendríticas plasmacitoides (pDCs). 

Se localizan principalmente en sangre periférica (donde representan el 1% de las células 

mononucleares y el 50% de las células dendríticas) (100) y en menor medida en órganos 

linfáticos. Provienen de un precursor común de la médula ósea que también da lugar a las 

cDCs (31). En sangre periférica, En cuanto a sus funciones, tienen poca capacidad fagocítica, ya 

que su función principal es actuar en infecciones víricas secretando grandes cantidades de 

interferones tipo I (a y b), aunque en estos casos también presentan antígenos a los linfocitos 

T específicos frente a los virus (85,101). También se ha visto que son capaces de generar una 

respuesta tolerogénica, induciendo la diferenciación de linfocitos T reguladores 

(CD4+CD25+Foxp3+) (102) y linfocitos T productores de IL-10 (103). 

La capacidad de este tipo de células de responder rápidamente a infecciones víricas se debe 

a su elevada expresión de TLR7 y TLR9, capaces de reconocer ARN viral y dinucleótidos CpG, 

respectivamente (104,105). Además, diversos estudios han demostrado la capacidad de las 

pDCs de controlar las infecciones virales gracias a la regulación que ejercen sobre otras 
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poblaciones celulares, como células NKs o linfocitos T citotóxicos (CTL), así como la 

maduración que inducen sobre las cDC1 gracias a la liberación de interferón tipo I (106–108). 

A pesar de haber demostrado que pueden llevar a cabo la presentación cruzada de 

antígenos a los linfocitos T CD8+ (109), se ha visto que las cDC1 tienen una capacidad mucho 

mayor de realizar esta presentación cruzada que las pDCs (110). 

3.1.3. Células dendríticas derivadas de monocitos 

En situaciones de inflamación, los monocitos pueden ser reclutados desde la sangre, a 

través del receptor para quimiocinas CCR2, para diferenciarse en células dendríticas derivadas 

de monocitos (MoDCs) en los tejidos periféricos (111,112).  

Estas células promueven la diferenciación celular de los linfocitos T CD4, en función del 

contexto, hacia una respuesta de tipo Th1, Th2 o Th17 (113). 

Este tipo de células son muy relevantes en el campo de la inmunoterapia, ya que dentro de 

esta categoría también se engloban las células dendríticas obtenidas in vitro utilizadas para la 

elaboración de vacunas. El método se describió por primera vez en la década de los 90: a partir 

de los monocitos de sangre periférica, éstos son cultivados con IL-4 y GM-CSF y dan lugar a 

células dendríticas inmaduras (114,115), que posteriormente, en función de los estímulos 

utilizados, podrán diferenciarse hacia células dendríticas maduras inmunogénicas o 

tolerogénicas, capaces de presentar antígenos (116)y estimular a los linfocitos T (117). 

3.2. Presentación de antígenos 

Para poder iniciar una respuesta inmunitaria específica, los linfocitos deben ser capaces de 

reconocer los antígenos de manera adecuada. Existen muy pocos linfocitos T naïve específicos 

frente a un antígeno determinado, con lo que la probabilidad de que éstos puedan encontrar a 

su correspondiente antígeno, que puede encontrarse en cualquier parte del organismo, es 

muy baja. La solución de nuestro sistema inmunitario para luchar contra el azar es un sistema 

altamente especializado que hace aumentar exponencialmente las probabilidades de que un 

antígeno pueda ser reconocido por un linfocito T naïve. ¿Cómo? Pues mediante una red de 

células presentadoras de antígenos profesionales, principalmente células dendríticas, que se 

encuentran patrullando a lo largo de todo el organismo hasta encontrarse con algún elemento 

sospechoso. Una vez detectado, éste es captado y procesado por las células dendríticas y 

transportado hasta los ganglios linfáticos, los puntos de encuentro entre las células que 

capturan los antígenos (células dendríticas) y las células encargadas de eliminar a estos 

elementos sospechosos (los linfocitos T). De esta manera, los ganglios linfáticos actúan como 
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Introducción filtros recogiendo los antígenos antes de que lleguen a la sangre, y los que llegan al torrente 

circulatorio son captados por el bazo. Una vez establecido este encuentro, se produce la 

esperada sinapsis inmunológica, en la cual la célula dendrítica no sólo presentará el antígeno 

en cuestión al linfocito T (a través del reconocimiento MHC - TCR), si no que también 

establecerá uniones entre distintas moléculas coestimuladoras y sus ligandos 

correspondientes en el linfocito T. Esta sinapsis iniciará una respuesta que conducirá a la 

activación del linfocito T naïve y su diferenciación a linfocito T efector, de diferente subtipo en 

función de las señales que ha recibido de la célula dendrítica, que dependerán a su vez de la 

naturaleza del agente sospechoso reconocido inicialmente y de los mediadores que se 

encuentren en el ambiente. 

3.2.1. Captura del antígeno 

En diversos experimentos realizados en ratones, se vio que al inyectarles antígenos estos 

no se asociaban a los linfocitos T, si no que lo hacían a otras células, principalmente 

macrófagos y células dendríticas y que la capacidad inmunogénica de estos antígenos era 

mucho mayor cuando estaban unidas a estas células que cuando se encontraban de forma 

soluble. Además, otros experimentos in vitro, demostraron que los linfocitos T aislados no eran 

capaces de responder a los antígenos, si no que necesitaban de la colaboración de otras 

células. Todos estos experimentos llevaron a la conclusión de que los linfocitos T necesitaban 

que les presentasen los antígenos para poder reconocerlos, y de ahí surgió el nombre de 

células presentadoras de antígenos. 

Las células dendríticas son las APCs más eficaces a la hora de iniciar la respuesta inmune 

adaptativa, ya que son las únicas APCs cuya función principal es la de capturar y presentar 

antígenos y las únicas capaces de iniciar las respuestas primarias de linfocitos T, activando a los 

linfocitos T naïve, mientras que otras APCs, como macrófagos y linfocitos B, estimulan 

linfocitos T previamente activados. 

Además de presentar los antígenos a través del MHC, las células dendríticas proporcionan 

los estímulos adicionales necesarios para obtener respuestas efectivas de los linfocitos T, 

conocidos como “segundas señales”. Estos estímulos los realizan mediante unas moléculas 

unidas a su membrana, denominadas moléculas coestimuladoras (CD80 o CD86), que 

interaccionan con el ligando correspondiente en la superficie de los linfocitos T 

(principalmente CD28), así como mediante la liberación de citocinas que favorecen la 

diferenciación de los linfocitos T (figura I8). 
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Figura I8. Interacción del complejo MHC-péptido de la DC con el TCR del LT. Durante la 

presentación del antígeno (señal 1), se producen interacciones adicionales entre la DC y el LT, a 

través de moléculas coestimuladoras (señal 2) y la interacción de citocinas liberadas por la DC con 

los receptores del LT (señal 3). DC: célula dendrítica; LT: linfocito T; DAMPs: Damage-associated 

molecular patterns; PAMPS; Pathogen-associated molecular patterns; PD1: Programmed death-1; 

PDL1: Programmed death ligand 1; PRR: Pattern recognition receptor. Adaptado de (118,119). 

Las propias sustancias microbianas que reconocen afectan a la función de las células 

dendríticas, ya que éstas poseen TLRs que, al detectar microbios, aumentan la expresión de 

moléculas MHC y coestimuladoras en las células dendríticas, que aumentarán la eficacia a la 

hora de estimular a los linfocitos T, y también favorecen la expresión receptores de 

quimiocinas, lo cual favorecerá la migración de las células dendríticas hasta donde se localicen 

los linfocitos T. Esto explica la necesidad de usar adyuvantes para inducir una respuesta 

inmunitaria óptima, de ahí que se utilicen productos microbianos en experimentos para 

potenciar todas las funciones presentadoras de las células dendríticas. 

Señal 1
MHC-antígeno

Señal 2
Moléculas
coestimuladoras

Señal 3
Citocinas

DC LT

Señal 1 Señal 2 Señal 3
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Introducción Además de las señales recibidas por los microbios, las células dendríticas también reciben 

señales de los linfocitos T, principalmente la expresión de CD40L y la secreción de IFN-g, que 

interaccionarán con el CD40 y otros receptores de las células dendríticas para aumentar su 

capacidad de procesamiento y presentación antigénica. 

Las células dendríticas usan diversos receptores de membranas para capturar e interiorizar 

los antígenos microbianos, mediante endocitosis y fagocitosis. Además de estos mecanismos 

mediados por receptores, las células dendríticas también pueden ingerir antígenos por otros 

procesos que no implican receptores de reconocimiento específicos, como micropinocitosis y 

macropincitosis, que consisten en la captura de cualquier cosa que esté en la fase líquida del 

entorno de la célula dendrítica. 

3.2.2. Transporte del antígeno 

Una vez capturado el antígeno, las células dendríticas lo transportan a los ganglios 

linfáticos. Los productos microbianos interiorizados por las células dendríticas son reconocidos 

por diversos receptores de reconocimiento de patrones, principalmente los TLR. Esta 

interacción, junto con las señales recibidas por citocinas como el TNF, hacen que las células 

dendríticas se activen, pasando de un estado inmaduro a un fenotipo maduro, disminuyendo 

su adhesión al endotelio y aumentando la expresión de receptores de quimiocinas, 

principalmente CCR7. Este receptor interacciona con las quimiocinas CCL19 y CCL21, que se 

encuentran en los vasos linfáticos y en las zonas de los ganglios linfáticos donde se encuentran 

los linfocitos T, favoreciendo la migración de los linfocitos T hacia allí. Los linfocitos T naïve 

también expresan CCR7, de manera que migrarán a las mismas zonas que las células 

dendríticas y se producirán el encuentro entre estos dos tipos celulares, aumentando las 

posibilidades de que un linfocito T naïve encuentre un antígeno que pueda reconocer. 

Los antígenos también pueden transportarse a los ganglios linfáticos en forma soluble, ya 

que las células dendríticas residentes en bazo y ganglios linfáticos pueden capturar antígenos 

que llegan a través de la sangre y la linfa, y presentárselos a los linfocitos T que se encuentran 

en los ganglios. 

3.2.3. Presentación del antígeno 

Las células dendríticas maduras también sufren cambios que aumentan su capacidad de 

estimular a los linfocitos T, como el incremento de la expresión de moléculas del MHC con los 

péptidos unidos y de moléculas coestimuladoras. 
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Estas células poseen varias propiedades que las convierten en las APCs más eficientes a la 

hora de iniciar las respuestas de los linfocitos T: 

• Su localización está en los lugares de entrada frecuentes de microbios y antígenos 

extraños (p.e. mucosas), así como en tejidos fácilmente colonizables por microbios. 

• Poseen receptores de reconocimiento de patrones que les permiten detectar una gran 

cantidad de microbios y responder ante ellos. 

• Los receptores de quimiocinas que expresan hacen que migren desde las zonas de 

captura de antígenos hasta las zonas de los ganglios linfáticos donde se encuentran los 

linfocitos T naïve, ya que estos últimos también migran desde la circulación a las 

mismas regiones. 

• Una vez maduras, expresan grandes cantidades de complejos MHC-péptido, moléculas 

coestimuladoras y citocinas, todas ellas necesarias para una activación adecuada de los 

linfocitos T naïve. 

• Tienen la capacidad de llevar a cabo la presentación cruzada de antígenos, al lograr 

ingerir células infectadas por virus o células tumorales o sus fragmentos, llevar estas 

proteínas al citosol y presentarlas a los linfocitos T CD8+. 

El reconocimiento del antígeno por parte de los linfocitos T asegura que la respuesta 

inmunitaria sea específica para el antígeno en cuestión. Para llevar a cabo un reconocimiento 

adecuado de los antígenos, además de la unión del TCR al complejo péptido-MHC, también 

son necesarias moléculas de adhesión para estabilizar la interacción linfocito T-células 

dendrítica, correceptores que actúan junto con el TCR y moléculas coestimuladoras. 

La familia de moléculas coestimuladoras mejor caracterizada es la de B7 (que comprende 

CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2)), expresadas en células dendríticas activadas, que se unen al 

receptor CD28, expresado de manera constitutiva en los linfocitos T. La expresión de estas 

moléculas está altamente regulada para asegurar que las respuestas del linfocito T se inicien 

sólo cuando sea necesario. Puesto que la expresión de los receptores de la familia B7 es muy 

baja cuando la célula dendrítica está en reposo (en estado inmadura), sólo cuando 

interaccione con algún estímulo que se una a sus receptores (principalmente los TLR) podrán 

unirse dichos receptores al CD28 del linfocito T y activarlo. Además, los linfocitos T CD4+ 

activados aumentan la expresión de coestimuladores B7 en las células dendríticas, a través de 

la interacción CD40L-CD40, con lo que se amplifican las respuestas del linfocito T iniciadas por 

las células dendríticas. Esto convierte a las células dendríticas en un nexo de unión en la 

inmunidad innata (al ser activadas por estímulos microbianos e inflamatorios) y la inmunidad 

adaptativa (al activar a los linfocitos T). 
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Introducción Estas moléculas coestimuladores no son sólo importantes para activar a los linfocitos T, si 

no que las células dendríticas también juegan un papel muy importante en la inducción o en el 

mantenimiento de la tolerancia. Esto es gracias a que, cuando las células dendríticas 

interaccionan con tejidos normales y presentan antígenos propios, puesto que se encuentran 

en un estado inmaduro (debido a la falta de estímulos inflamatorios o microbianos), 

expresarán bajas cantidades de moléculas B7. Al presentarle estos antígenos propios a 

linfocitos T, puesto que no se activará la señal coestimuladora de CD28, estos linfocitos se 

volverán tolerantes contra estos antígenos, y también se generarán y mantendrán los 

linfocitos T reguladores. Todo esto contribuye a evitar los fenómenos de autoinmunidad en 

nuestro organismo. 

Además de las moléculas CD28-B7, dentro de la familia de B7 existen numerosas moléculas 

presentes en la superficie de las células dendríticas que ejercen un papel tanto de 

coestimuladores como de inhibidores al interaccionar con sus correspondientes receptores en 

los linfocitos T (figura I9). El receptor ICOS (inducible coestimulator, CD278) interacciona con 

su ligando ICOS-L (CD275) y ejerce un papel importante en las respuestas de anticuerpos 

dependientes de linfocitos T, especialmente en el desarrollo y la activación de los linfocitos T 

foliculares. En lo referente a los receptores inhibidores, dentro de esta familia se encuentran 

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) y PD-1 (programmed death 1), que interaccionan 

con los ligandos de las células dendríticas B7 y PD-L1/PD-L2, respectivamente. El CTLA-4 tiene 

mucha más afinidad que CD28 para B7, por ello en condiciones de “reposo”, que es cuando las 

células dendríticas expresan bajas cantidades de B7, éste se unirá preferencialmente al CTLA-4 

en lugar de a CD28, con lo que prevalece la inhibición del linfocito T en lugar de su activación. 

CTLA-4 inhibe de manera competitiva la unión de CD28 a B7 y produce señales inhibitorias que 

bloquean la activación del TCR. 

 

DC LT
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Figura I9. Principales moléculas coestimuladoras y sus ligandos. DC: célula dendrítica; LT: linfocito 

T. Adaptado de (120). 

Existen otras vías coestimuladoras además de las ya mencionadas. Moléculas en la 

superficie de los linfocitos como CD2 o las integrinas envían señales coestimuladoras, aunque 

su importancia en la activación de los linfocitos T está menos clara que la familia del CD28. 

Miembros de la superfamilia del receptor del TNF y sus ligandos, como OX40 (CD134) o 4-1BB 

(CD137), expresados en linfocitos T activados, mantienen la supervivencia celular. 

Los linfocitos T activados también expresan el ligando de CD40 (CD40L), que al unirse al 

CD40 de las células dendríticas, induce el aumento de expresión de moléculas B7 y la secreción 

de citocinas, que a su vez promueven la diferenciación de los linfocitos T. de esta manera, la 

vía del CD40 estimula las respuestas de los linfocitos T al inducir expresión de moléculas 

coestimuladoras y producción de citocinas en las células dendríticas, sin que el propio CD40L 

actúe como molécula coestimuladora por sí misma. 

3.3. Activación de los linfocitos T 

Gracias al proceso de activación de los linfocitos T es posible generar, a partir de un único 

linfocito T naïve, un gran número de linfocitos T efectores específicos para un antígeno 

capaces de eliminar al invasor, así como una población de linfocitos T de memoria de vida 

larga que podrán reaccionar rápida y eficazmente contra ese mismo antígeno si vuelve a 

aparecer. 
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Introducción Figura I10. Fases de la activación de los linfocitos T. APC, antigen presenting cell; IL-2, interleukin 

2; IL-2R, interleukin 2 receptor. Adaptado de (121). 

Como hemos comentado anteriormente, esta activación se produce de manera habitual en 

los ganglios linfáticos, donde tiene lugar el encuentro entre el linfocito T naïve y la célula 

dendrítica con el complejo MHC-péptido. Aquí, los linfocitos T naïve están en constante 

circulación e interaccionando con las células dendríticas en busca de antígenos, hasta que 

encuentran un antígeno frente al cual expresan receptores específicos. Una vez reconocido el 

antígeno junto con otros estímulos activadores, los linfocitos T activados comienzan a 

proliferar (expansión clonal), liberar citocinas, aumentar la expresión de diversas moléculas de 

superficie y se diferencian hacia linfocitos T efectores y de memoria (figura I10). 

Una vez activados en los ganglios linfáticos, los linfocitos migran hacia diferentes zonas del 

organismo, donde se encontrarán de nuevo con el antígeno específico y eliminan el origen del 

mismo. Los linfocitos T efectores CD4+, conocidos como linfocitos T colaboradores, secretan 

citocinas y expresan moléculas de superficie para estimular a otras células del sistema 

inmunitario: activan la fagocitosis de los microbios por parte de los macrófagos, reclutan 

leucocitos, estimulan la inflamación y la función barrera de las mucosas, y algunas permanecen 

en los ganglios linfáticos favoreciendo la diferenciación de linfocitos B en células plasmáticas 

productoras de anticuerpos específicos contra el antígeno. Los linfocitos T efectores CD8+, 

conocidos como linfocitos T citotóxicos, eliminan aquellas células que están infectadas y 

células tumorales que presentan antígenos asociados a moléculas del MHC de clase I, además 

de secretar citocinas que favorecen la inflamación y la activación de los macrófagos. 

Además de los mecanismos efectores ya mencionados, los linfocitos T activados también 

pueden diferenciarse a linfocitos T de memoria, que jugarán un papel clave en futuras 

exposiciones a los antígenos. Estas células tienen una vida media larga y se encuentran 

recirculando por el organismo, especialmente en tejidos mucosos, piel y órganos linfáticos. Si 

vuelven a encontrarse con el mismo antígeno que los activó, estos linfocitos generan una 

respuesta más rápida, potente y eficaz que la de la primera exposición, generando nuevas 

células efectoras que eliminan la fuente del antígeno en cuestión. 

Una vez los linfocitos efectores han eliminado el elemento extraño del cual provenía el 

antígeno, disminuyen su respuesta hasta morir por apoptosis. Esto es debido a que, a medida 

que los linfocitos van eliminando la amenaza, hay también menos antígenos que los linfocitos 

pueden reconocer, con lo que los linfocitos no reciben los estímulos de supervivencia 

necesarios para seguir actuando y proliferando. Además, existen unas vías de inhibición, que 

se activan tras una exposición prolongada al antígeno, para asegurar un estado de equilibrio y 
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evitar una estimulación exagerada del sistema inmunitario. Estas vías de inhibición, como 

veremos más adelante, juegan un papel importante en el desarrollo de los tumores y en el 

diseño de estrategias de inmunoterapia contra el cáncer. 

3.4. Papel de las DCs en el desarrollo de tumores 

Hemos visto que las células dendríticas desempeñan un papel muy importante en el inicio 

de la inmunidad o tolerancia antígeno-específica. Las funciones de estas células vienen 

determinadas por la integración de las señales que perciben del entorno a través de sus 

receptores de reconocimiento de patrones de patógenos y de peligro (PAMPs, pathogen-

associate molecular patterns y DAMPS, damage-associate molecular patterns) (112). 

En la figura I11 podemos ver un resumen esquemático de cómo las células tumorales 

pueden afectar a distintas funciones de las DCs. Hemos de tener en cuenta que la mayoría de 

los datos que se han obtenido acerca de las funciones y subtipos de células dendríticas 

provienen de modelos murinos, con las limitaciones que ello supone. 

 

Figura I11. Funciones de las células dendríticas alteradas por tumores. Adaptado de (119). TME, 

tumor microenvironment; TAA, tumor associated antigens. 

3.4.1. Actividad antitumoral de las células dendríticas 

Las células dendríticas son las encargadas de estimular a las principales células efectoras de 

la respuesta inmunitaria antitumoral, los linfocitos T CD8, a través de la presentación cruzada 

de los antígenos tumorales. Las cDC1 se asocian con una mayor capacidad para llevar a cabo 

esta presentación cruzada a los linfocitos T CD8, además de favorecer la polarización de los 
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Introducción linfocitos CD4+ hacia una respuesta de tipo Th1 (119). A pesar de que este mecanismo se 

asocia con frecuencia a las cDC1, las cDC2 y las MoDCs también pueden realizar la 

presentación cruzada de antígenos, siendo además las cDC2 esenciales para la estimulación de 

las respuestas antitumorales de los linfocitos T CD4 (122). 

Además de su papel en la presentación cruzada, las células dendríticas desempeñan otras 

funciones relevantes. En función de las señales que perciban del ambiente, las células 

dendríticas madurarán y expresarán en su superficie diversas moléculas coestimuladoras y 

receptores de quimiocinas, destacando el papel del CCR7. Este receptor permite la migración 

de las células dendríticas hacia los ganglios linfáticos (123) y también hacia el microambiente 

tumoral, reclutadas por sus ligandos CCL19 y CCL21 (124). 

Las moléculas coestimuladoras mejor caracterizadas que aumentan su expresión tras la 

maduración de las células dendríticas son CD80 y CD86, que activan o inhiben a los linfocitos T 

a través de su interacción con los ligandos CD28 y CTLA-4, respectivamente (125). Pero existen 

otras moléculas coestimuladoras en las células dendríticas que favorecen la activación de los 

linfocitos T: la interacción entre CD40 las células dendríticas y CD40L en los linfocitos T 

favorece la activación de las células dendríticas; CD137L (4-1BBL) promueve la activación y 

supervivencia de los linfocitos T CD4 y CD8 al interaccionar con CD137 (126); OX40L, también 

presente en macrófagos, favorece la supervivencia de los linfocitos al interaccionar con OX40 

(127); GITRL, tras interaccionar con GITR en los linfocitos T CD8 promueve la respuesta 

inmunitaria de éstos y la resistencia de los mecanismos inmunosupresores mediados por los 

linfocitos T reguladores (128); CD70 favorece la presentación cruzada, la diferenciación y las 

actividad antitumoral de los linfocitos T CD8 (129). 

Otra de las funciones de las células dendríticas que contribuyen a luchar contra las células 

tumorales, es la liberación de citocinas. Tanto cDC1 como cDC2 producen IL-12 tras la 

estimulación de sus TLRs (130–132), aunque los niveles de IL-12 en diversos cánceres se han 

asociado con la mayor infiltración de cDC1 (130). Esta IL-12 contribuye a la activación de los 

linfocitos T CD8 y Th1. cDC1 también producen quimicionas que reclutan linfocitos T CD8 a la 

zona del tumor, como CXCL9 y CXCL10 (133), modulando así el microambiente tumoral. 

3.4.2. Tolerancia hacia el tumor generada por las células dendríticas 

Ya hemos comentado anteriormente como, ante la presión ejercida por la respuesta 

inmune antitumoral, se generan variantes de células tumorales que son resistentes a los 

mecanismos de eliminación del sistema inmunitario. Las células tumorales aprovechan esta 

presión inmunitaria de las células dendríticas para promover la tolerancia. 
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Cuando se produce la presentación de los antígenos tumorales en ausencia de señales 

coestimuladoras, esto da lugar a linfocitos T en situación de anergia (134), así como un 

aumento de la unión a los receptores inhibidores de los linfocitos T. Los receptores CD80 y 

CD86 en las células dendríticas se unen con mayor afinidad al CTLA-4 de los linfocitos T que al 

CD28, con la consecuente inhibición de estos linfocitos (125). Otras moléculas inhibidoras 

expresadas por las células dendríticas también son relevantes, como PD-L1 y PD-L2, que se 

unen al PD-1 de los linfocitos T, VISTA (V-domain immunoglobulin suppressor of T cell 

activation), también de la familia PD1 que inhibe la actividad antitumoral de los linfocitos T 

(135); o CD31, que induce la diferenciación de las células dendríticas hacia un fenotipo más 

tolerogénico, favoreciendo a su vez la diferenciación de los linfocitos T hacia T reguladores en 

lugar de hacia Th1 (136). 

Otro mecanismo de las células dendríticas que permite modular la tolerancia de los 

tumores es a través de la disponibilidad de ciertos sustratos esenciales para los linfocitos T. Las 

células dendríticas, tras la unión de CD80 o CD86 a CTLA-4, también inducen la expresión de la 

enzima IDO1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1), que produce la depleción de triptófano del 

medio extracelular (137). Se ha observado un aumento de expresión de IDO1 en células 

dendríticas asociadas a tumores, así como una disminución de las funciones efectoras de los 

linfocitos T CD8, de las células NK y de las células plasmáticas, contribuyendo además a la 

diferenciación de los linfocitos T reguladores (138).  

3.4.3. Inhibición de las células dendríticas en el microambiente tumoral 

En el microambiente tumoral (TME, tumor microenviromment) existen numerosos 

elementos capaces de inhibir la activación y actividad efectora de las células dendríticas (119). 

Conociendo en profundidad estos mecanismos, podrían desarrollarse terapias capaces de 

frenar estos efectos inmunosupresores y potenciar el efecto inmunogénico de las DCs para 

eliminar las células tumorales. 

Uno de los principales mecanismos inmunospresores ejercidos por parte de las células 

tumorales es su capacidad para restringir el acceso al microambiente tumoral, bloqueando 

tanto el reclutamiento como la diferenciación de células del sistema inmunitario (119). 

Mediante la disminución de los niveles de quimiocinas como CCL4 se limita el reclutamiento de 

cDC1 (139). La liberación de PGE2 (prostaglandina E2) inhibe de manera directa la maduración, 

supervivencia y diferenciación de las DCs (140), e indirectamente su reclutamiento y activación 

a través del bloqueo de las células NKs (141–144), reduciendo la expresión de CCL5 y secreción 

de FLT3L (FMS-related tyrosine kinase 3 ligand, un factor esencial para el desarrollo de las cDC) 
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Introducción (145) por parte de las mismas.  Otra estrategia de las células tumorales que afecta a la 

diferenciación de DCs es la secreción de IL-6 (146). 

A pesar de estos factores que restringen su acceso, algunas células dendríticas son capaces 

de llegar hasta el TME, donde se enfrentarán a nuevos obstáculos para poder eliminar a las 

células tumorales. Tanto la activación como los mecanismos implicados en la presentación 

antigénica pueden verse afectados, impidiendo a las DCs llevar a cabo sus funciones 

adecuadamente. Esto dará lugar a una deficiente activación e incluso inducción de tolerancia 

de los linfocitos T, que nos serán capaces de destruir el tumor. En condiciones normales, la 

eliminación de células tumorales libera antígenos y señales de peligro, como HMGB1 (high 

mobility group protein B1, una alarmina) (147) o SIRPa (signal-regulatory protein a)  (148) que 

inducen la activación de linfocitos T y DCs y pueden verse inhibidas por la expresión de TIM3 

en las DCs (149) o de CD47 en las células tumorales (148). La liberación de IL-10 por parte de 

versican y TAMs también afecta a secreción de citocinas por parte de las DCs (130,146). 

Como acabamos de ver, a pesar de la capacidad de las células dendríticas para estimular la 

inmunidad antitumoral, el TME cuenta con recursos para bloquear estos efectos e incluso para 

favorecer un fenotipo inmunosupresor de las DCs, que dificultan un desarrollo adecuado de la 

respuesta inmunitaria para lograr la erradicación de los tumores. A continuación, 

expondremos posibles estrategias que puedan modular a las DCs para desempeñar de manera 

más eficiente su función antitumoral. 

3.4.4. Relación entre células dendríticas y terapias antitumorales  

Actualmente, existen numerosas alternativas en el tratamiento del cáncer. Cada una de 

ellas actúa a diferentes niveles en el llamado “ciclo del sistema inmunitario y cáncer” (ya 

comentado en la figura I2), con lo que dichas terapias pueden afectar de diversas maneras a la 

función de las células dendríticas (figura I12). Conociendo estas interacciones, podremos 

desarrollar estrategias de terapias combinadas para eliminar los tumores de manera más 

eficaz. 
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Figura I12. Interacciones entre células dendríticas y terapias antitumorales. Adaptado de (150). 

3.4.4.1. Quimioterapia 

La mayor parte de los tratamientos quimioterápicos, como paclitaxel o doxorrubicina, 

actúan induciendo una muerte celular inmunogénica de las células tumorales (151,152). Esto 

genera señales de peligro (alarminas y DAMPs) que, junto con la liberación TAAs tras la 

destrucción de las propias células, servirá para que las DCs puedan captar esos antígenos y 

presentarlos a los linfocitos T, que se activarán al encontrarse en un ambiente inmunogénico. 

Entre las principales moléculas liberadas durante la muerte celular inmunogénica se 

encuentran la calreticulina (estimula la captación de aquellas células que lo expresan) (153), el 

ATP (promueve reclutamiento de DCs y producción de IL-1b) (154), la HMGB1 o la HSP90 (heat 

shock protein 90), que favorecen la captación y presentación antigénica a las DCs (155,156). 

Por otro lado, existen otras quimioterapias que no producen una muerte celular 

inmunogénica, pero que son capaces de estimular a las DCs a través de otros mecanismos. Los 

tratamientos basados en platino disminuyen la expresión de PD-L2 tanto en las DCs como en 

las células tumorales (157), favoreciendo así la estimulación de los linfocitos T. 

characteristics of cancer [17 ]. All cancers, regardless of
their tissue origin(s), harbor genetic alterations that
range from a few mutations in pediatric malignancies to

dozens or hundreds in adult cancers [18 ]. These non-
synonymous DNA alterations can give rise to proteins
that differ from the proteins expressed in normal cells,

Fig. 1 The cancer-immunity cycle, immune-resistant mechanisms and strategies for anti-cancer immunotherapy. The anti-cancer immunity cycle
(innermost circle) starts when cancer cells release tumor antigens. Antigen-presenting cells take up tumor antigens and present antigen-derived
peptides to immune cells, which in turn activate the immune cells to migrate through the circulation, enter tumor sites, and kill cancer cells. The
death of cancer cells induces the release of additional tumor antigens, which initiates another cancer-immunity cycle. The immune system has
developed complex negative feedback loops to rein in the anti-pathogen response. These negative feedback loops have been exploited by
cancer cells to evade anti-cancer immunity (middle circle). Current anti-cancer immunotherapy approaches (outermost circle) have been targeting
and harnessing various mechanisms along this cancer-immunity circle. There are two major approaches for cancer immunotherapy: (1) the
enhancement approach, which aims to augment “normal” anti-cancer immune mechanisms. Strategies in this category range from the traditional
non-specific enhancement of IL-2 signaling to the more recent cancer-specific CAR-T cell therapy; and (2) the normalization approach, which
aims to restore defective anti-cancer immunity in the tumor microenvironment. Strategies include FDA-approved immune checkpoint inhibitors
and other drugs in development (e.g., inhibitors of the adenosine pathway)

Pan et al. Journal of Hematology & Oncology           (2020) 13:29 Page 3 of 15

Content courtesy of Springer Nature, terms of use apply. Rights reserved.
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Introducción Puesto que cada agente quimioterápico tiene un efecto modulador diferente, conociendo 

estos mecanismos podremos diseñar la combinación que nos permita un efecto antitumoral 

más efectivo. 

3.4.4.2. Radioterapia 

A pesar de que la radioterapia tiene un efecto en general inmunosupresor, también puede 

ejercer un efecto beneficioso sobre los tumores (158), induciendo una muerte celular 

inmunogénica (159). El tratamiento con radioterapia tiene efectos tanto locales como 

abscopales (160). A nivel local, provoca la liberación de ROS (reactive oxygen species), DAMPs 

y otros mediadores que modulan el TME (161) y también favorece la upregulación de 

moléculas de MHC de clase I (162). El aumento de la muerte celular inmunogénica, así como al 

liberación de los diversos mediadores de “peligro”, favorecen la maduración, migración y 

activación de las células dendríticas y además su capacidad para realizar una presentación 

cruzada de los antígenos tumorales (163). Todo esto hace que la radioterapia tenga un efecto 

beneficioso en la actividad antitumoral de las células dendríticas al favorecer su acción 

activadora sobre los linfocitos T citotóxicos. 

3.4.4.3. Checkpoints inhibitors 

Los inhibidores de punto de control (checkpoint inhibitors, ICIs) han supuesto una 

revolución en el tratamiento contra el cáncer. Aunque este grupo de terapias se detallarán en 

profundidad en el apartado 5 de esta tesis, cabe mencionar la relevancia de estos fármacos en 

la función de las células dendríticas. Al bloquear estas moléculas inhibitorias la función de 

activación de la respuesta inmune es doble, ya que por un lado se estimula directamente al 

linfocito T, pero por otra se estimula a la propia célula dendrítica, que también expresa estas 

moléculas inhibidoras (como PD-L1 al unirse a PD-1 o CD80 al unirse a CTLA-4) (164). De esta 

manera, estas moléculas actúan en la fase de priming y activación de las células dendríticas 

3.4.4.4. Terapia celular adoptiva 

Dentro de esto grupo nos encontramos los linfocitos infiltrantes de tumor (TILS), los 

linfocitos con receptor quimérico antigénico (CARTs) o los linfocitos con el TCR modificado. 

Este tipo de terapias, que también desarrollaremos más en detallo en el próximo apartado, 

favorecen la migración de las células hacia la zona tumoral, crean un microambiente tumoral 

más favorable, liberan antígenos tumorales gracias a la inducción de la muerte de células 

tumorales, estimulan el desarrollo de una respuesta inmune de tipo Th1 y favorecen la 
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maduración de las células dendríticas gracias a la interacción de las moléculas CD40-CD40L, 

entre otros (164). 

4. Estrategias de inmunoterapia del cáncer 

A diferencia de la mayoría de las terapias oncológicas, que van dirigidas contra el tumor, la 

inmunoterapia se basa en intervenir sobre las células del propio sistema inmunitario, que de 

manera indirecta acabarán atacando y afectando a las células tumorales. Entre otras ventajas, 

esto supone que la inmunoterapia no es tumor-específica, y la misma podría aplicarse para el 

tratamiento de distintos tipos de tumores. 

Además, los tratamientos antineoplásicos clásicos atacan a menudo a células en división o 

con un alto consumo de metabolismo, con lo que dañan también a un gran número de células 

sanas, lo que se traduce en una toxicidad para el paciente considerable. Sin embargo, la 

inmunoterapia puede ser específica frente a los antígenos tumorales, con lo que no dañan a 

las células del tejido sano. 

En los últimos años se han desarrollado muchos tipos de inmunoterapias, con distintos 

mecanismos de acción, como puede verse en la figura I13. 
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Introducción Figura I13. Tipos de inmunoterapia. Adaptado de (165). 

Se podría dividir esta inmunoterapia en 2 grandes grupos: la inmunoterapia activa, que 

consiste en potenciar el sistema inmune del paciente; y la inmunoterapia pasiva, en la cual se 

administran directamente anticuerpos o linfocitos T específicos frente a los tumores. A 

continuación, expondremos con más detalle estas 2 modalidades terapéuticas, prestando 

especial atención a las aplicaciones en cáncer colorrectal.   

4.1. Inmunoterapia activa 

Con esta estrategia se pretende potencial la respuesta inmune antitumoral que ya existe en 

el paciente, pero que se encuentra disminuida o inhibida.  

4.1.1. Vacunas 

La administración de vacunas con antígenos tumorales consigue sensibilizar a las células del 

sistema inmunitario contra esos tumores. Estos antígenos pueden administrarse de distintas 

maneras, ya sean péptidos recombinantes, células tumorales inactivadas, vacunas virales o de 

células dendríticas (que detallaremos más adelante en el apartado 6).  

Esta estrategia permite crear vacunas personalizadas, secuenciando el tumor para detectar 

las mutaciones que darán lugar a neoantígenos potencialmente inmunogénicos (escogidos 

mediante algoritmos bioinformáticos) y posteriormente sintetizando y clonando estos 

antígenos en distintos vehículos (figura I14). 

 

Figura I14. Obtención de 

vacunas con antígenos 

tumorales. Representación 

esquemática de la 

identificación y priorización 

de neoantígenos mediante 

análisis bioinformáticos a 

partir de muestras 

tumorales. Adaptado de 

(166). 
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Para lograr una respuesta inmune efectiva, es necesario administrar la vacuna con diversos 

adyuvantes, como ligandos de TLR (ARNbc o BCG), citocinas (GM-CSF o IL-12) o utilizar 

vectores víricos que codifican antígenos tumorales. 

Los resultados globales obtenidos con las vacunas antitumorales son muy variables. Esto 

puede ser debido a que este tipo de vacunas no son preventivas si no que se administran una 

vez que ya se ha establecido el tumor, con lo que tienen que luchar contra los mecanismos de 

evasión del tumor ya establecidos.  

Un caso diferente es el de aquellos tumores inducidos por virus (ya mencionados en el 

apartado 2 de antígenos tumorales). En estos casos, sí es posible administrar las vacunas 

antitumorales de forma preventiva, ya que se conocen los antígenos víricos o se emplean 

directamente los virus atenuados. Este tipo de vacunas se han utilizado de manera exitosa 

para, por ejemplo, reducir la incidencia del cáncer de cérvix inducido por el VPH. 

A pesar de que el empleo terapéutico de las vacunas con células dendríticas se englobaría 

en el presente grupo, debido a su relevancia en el presente trabajo este tema se desarrollará 

en profundidad en el apartado 6. 

4.1.2. Bloqueantes de las vías inhibidoras 

El bloqueo de las vías inhibidoras, o puntos de control (checkpoints) ha supuesto en los 

últimos años una revolución en el tratamiento del cáncer en relación a las respuestas clínicas 

en pacientes con tumores como melanoma o cáncer de pulmón. Este método se basa en 

inhibir los mecanismos que las células tumorales aprovechan para bloquear la estimulación de 

la respuesta inmunitaria (ya comentados en el apartado 2 de mecanismos de inhibición 

tumoral). 

Esta estrategia, que consiste en utilizar anticuerpos bloqueantes de CTLA-4 o PD-1, entre 

otros, será desarrollado en profundidad en el apartado 5. 

4.1.3. Administración de citocinas 

La administración exógena de citocinas estimula la proliferación y diferenciación de los 

linfocitos T y otras células que intervienen en la respuesta inmunitaria antitumoral (31). 

La citocina que se ha utilizado con mayor frecuencia es la IL-2 intravenosa. Sus primeros 

usos terapéuticos tuvieron lugar en la década de los 80, para el tratamiento de carcinoma 

renal (167) y melanoma (168) en los cuales se observaron regresiones tumorales, y gracias a lo 

cual se aprobó su uso en estos tumores de estadío avanzado.  Sin embargo, el hecho de que 
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Introducción tenga que ser utilizada a altas dosis induce el síndrome de fuga capilar, al estimular la 

producción de otras citocinas proinflamatorias, resultando bastante tóxica y difícil de tolerar 

por los pacientes. 

El IFN-a es otra de las citocinas que está autorizada, para el tratamiento de melanoma, 

tumores carcinoides, leucemias y linfomas. Esta citocina inhibe la proliferación de las células 

tumorales, estimula la actividad citotóxica de las células NK y aumenta la expresión de 

moléculas de MHC en las células tumorales (169). 

Los factores de crecimiento hematopoyéticos como GM-CSF y G-CSF se administran 

conjuntamente con otras terapias para disminuir la neutropenia y la trombocitopenia 

inducidas por ciertas quimioterapias. Existen otras citocinas, como TNF e IFN-g, que han 

mostrado su eficacia antitumoral en modelos animales, pero sus efectos tóxicos han limitado 

su uso en humanos (170). 

La estimulación con citocinas es un procedimiento muy poco específico que induce la 

activación de todas las células sin discriminar las específicas por el tumor respecto a las que 

no, con lo que este proceso está asociado a elevados efectos adversos. 

No existe actualmente ninguna citocina aprobada para el tratamiento del cáncer 

colorrectal. 

4.1.4. Estimulación inespecífica 

Otra de las alternativas para estimular la respuesta antitumoral es la administración de 

sustancias que induzcan procesos inflamatorios o la activación policlonal de los linfocitos. 

Actualmente se utiliza el bacilo de Calmette-Guérin (BCG) intravesical para el tratamiento 

del cáncer de vejiga. Estas micobacterias atenuadas activan principalmente a los macrófagos y 

otros componentes del sistema inmune, favoreciendo la destrucción de las células tumorales. 

4.2. Inmunoterapia pasiva 

La inmunoterapia pasiva supone la transferencia directa de células del sistema inmunitario 

activadas o bien sus efectores, como los anticuerpos específicos frente al tumor.  

4.2.1. Terapia celular adoptiva 

Este tipo de tratamiento consiste en aislar células del paciente (o de un donante), 

procedentes del propio tumor (TILs, tumor infiltrating lymphocytes) o de sangre periférica 

(linfocitos modificados genéticamente con un TCR transgénico o con un receptor quimérico, 

CARTs), para estimularlas, expandirlas y potenciar su especificidad antitumoral (figura I15). 
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Éstas, ya transformadas en células específicas de antígenos asociados a tumores, son 

posteriormente administradas de nuevo al paciente. Una de las principales ventajas de este 

tipo de terapia es la capacidad de hacerla personalizada, ya que las células administradas (ya 

sean autólogas o alogénicas) son específicas para el paciente en concreto y su tumor.  

Figura I15. Principales opciones 

de inmunoterapia pasiva. El 

proceso general de obtención de 

este tipo de terapias celulares 

consiste en obtener células del 

paciente, a partir de una biopsia 

(TILS) o de sangre periférica (TCR 

y CART), modificarlas y/o 

expandirlas para volver a 

reinfundirlas en el paciente. TILS: 

tumor infiltrating lymphocytes; 

TCR: T cell receptor; CAR: chimeric 

antigen receptor. Adaptado de 

(171). 

 

 

La primera evidencia de la viabilidad de esta terapia tuvo lugar en 1966 (172), donde se 

demostró cómo la administración de leucocitos derivados de pacientes y células tumorales 

autólogas inducían regresión tumoral en cáncer avanzado. 

4.2.1.1. Linfocitos infiltrantes de tumor (TILS) 

La terapia celular adoptiva utilizando linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) tiene su origen 

en los primeros estudios realizados durante la década de los 80 por el equipo del Dr Rosenberg 

en el National Cancer Institute en Bethesda. Primero, en modelos murinos, demostró que era 

posible aislar linfocitos que se encontraban infiltrando el tumor, expandirlos ex vivo con IL-2 y 

re-infundirlos logrando disminuir el tamaño del tumor (173). Posteriormente, ya en humanos, 

demostró la capacidad antitumoral de los TILs en pacientes con melanoma metastásico, con 

una tasa de respuesta del 34%, aunque la duración de la misma era de tan solo 4 meses (174). 

En los sucesivos estudios se demostró que la combinación de TILs con altas dosis de IL-2 y un 
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Introducción acondicionamiento previo linfodepletivo inducía tasas de respuesta elevadas y duraderas en 

pacientes con melanoma avanzado (175–179), figura I16. 

 

Figura I16. Obtención y administración de TILs. Adaptado de (Svane I, ESMO congress 2018). 

Estos buenos resultados en melanoma hicieron que su uso se extendiera a otros tipos de 

cáncer (180). Sin embargo, los resultados en otros tumores no han sido tan exitosos como en 

melanoma. Dicha falta de consistencia se debe probablemente a que el melanoma es el tumor 

con la mayor carga mutacional (con un mayor número de neoantígenos) (181), mientras que el 

resto de tumores se caracterizan por la heterogeneidad en cuanto a la obtención y calidad de 

los TILs, así como un microambiente tumoral más complejo (182,183). 

Uno de las inconvenientes que presenta este tipo de terapia, además de la falta de 

infiltración en algunos tumores que condiciona la capacidad para aislar y expandir los TILs, es 

el tratamiento que lleva asociado. Como ya se ha mencionado con anterioridad, para favorecer 

el efecto citotóxico en el microambiente tumoral es necesario acondicionar al paciente 

previamente con quimioterapia linfodepletiva (fludarabina/ciclofosfamida), que conlleva una 

toxicidad asociada (175). Además, para favorecer la expansión y supervivencia in vivo de los 

TILs, también se administran altas dosis de IL-2, que suele ser mal tolerada por lo pacientes ya 

que genera el llamado síndrome de liberación capilar, con una serie de efectos adversos 

asociados (184). 

Lymphodepleting chemotherapy
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A pesar de estas limitaciones, y gracias a los avances en las técnicas de biología molecular, 

se han conseguido desarrollar terapias personalizadas con TILs específicos de neoantígenos, 

consiguiendo respuestas completas en tumores sólidos distintos a melanoma, como el cáncer 

de mama (185). Aunque en los últimos años el uso de esta terapia se ha extendido más allá del 

melanoma, y algunos ensayos clínicos incluyen el tratamiento de diversos tumores sólidos, 

incluidos gastrointestinales, no es una terapia extendida para el tratamiento del cáncer 

colorrectal. 

4.2.1.2. TCR transgénicos (tTCRs) 

A diferencia de la terapia con TILs, en la cual se seleccionan linfocitos procedentes del 

tumor, en las terapias con tTCRs y CARTs los linfocitos que puedan reconocer el tumor se 

seleccionan de manera exógena, se diseñan modificando los linfocitos genéticamente, se 

expanden ex vivo y se vuelven a administrar al paciente. En la terapia con tTCR, una vez 

seleccionado el linfocito que tiene la especificidad tumoral deseada (se seleccionan los genes 

que codifican las cadenas a y b del TCR, que son las que reconocen el antígeno), el TCR del 

mismo es clonado y reintroducido en los linfocitos del paciente mediante transducción viral 

(186). 

Existen varias diferencias entre los linfocitos con TCRs modificados genéticamente y los 

CARTs. En el caso de las terapias con tTCRs, los linfocitos sólo pueden reconocer aquellos 

antígenos que son presentados en el MHC, con las limitaciones para el reconocimiento HLA-

restringido y la baja expresión de moléculas MHC que promueven algunas células tumorales 

(187). Por su parte, los CARTs no presentan restricción para MHC y pueden reconocer los 

antígenos sin que éstos sean presentados. Sin embargo, la ventaja que presentan los tTCRs con 

respecto a los CARTs, es que los primeros son capaces de responder a antígenos que presentan 

una baja densidad de expresión en el microambiente tumoral, además de que pueden 

reconocer antígenos tanto intracelulares como extracelulares; por su parte, los CARTs sólo son 

capaces de reconocer antígenos expresados en la membrana celular (188,189). 

La gran ventaja de los tTCRs es su potencial versatilidad, ya que pueden reconocer a una 

gran variedad de antígenos. Sin embargo, las toxicidades relacionadas on-target-off-tumor 

suponen un reto a la hora de seleccionar el antígeno diana. A modo de ejemplo, en ensayos 

clínicos con tTCRs específicos del antígeno MAGE-3 diversos pacientes sufrieron toxicidad 

neurológica y cardíaca que incluso ocasionaron su muerte (190,191).  
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Introducción Pese a estas limitaciones, los datos de eficacia de esta terapia en diversos ensayos son 

prometedores, como es el caso de un ensayo con tTCR específicos de NY-ESO-1 en pacientes 

con mieloma que mostró unos datos del 80% de respuesta (192).  

En cuando al cáncer colorrectal, la primera aplicación de este tipo de terapia fue dirigida 

contra el antígeno carcinoembrionario (CEA, carcinoembryonic antigen), donde se evidenció 

respuesta clínica pero con graves efectos adversos, ya que todos los pacientes experimentaron 

colitis severa debido a la presencia de CEA en células sanas (193). Tras este primer intento, le 

siguieron otros con tTCR dirigidos hacia otros antígenos, como TGFβII (transforming 

growthfactor β- receptor type II) (194), que terminó prematuramente debido a los efectos 

adversos; y otros como KRAS G12V (NCT03190941) y KRAS G12D (NCT03745326). 

4.2.1.3. CARTs 

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior de la terapia con tTCRs, en el caso de la 

terapia con linfocitos con receptor de antígeno quimérico (CARs, chimeric antigen receptor) 

también se seleccionan los linfocitos capaces de reconocer al tumor de manera exógena. En 

este caso, la estructura del CAR es la siguiente: un dominio de reconocimiento que se une al 

antígeno tumoral, generalmente derivado de la región variable de un anticuerpo (scFv, single 

chain variable fragment), unido a dominios de activación intracelular derivados del complejo 

TCR/CD3 (188), junto con moléculas co-estimuladoras de diversos tipos (CD28, 4-1BB, OX40 o 

ICOS), que favorecen la activación, persistencia, proliferación y producción de citocinas de las 

células CAR in vivo (195,196) (Figura I17). 

 

Figura I17. Estructura de un CAR. La parte extracelular, que confiere la capacidad para reconocer el 

antígeno tumoral, deriva de la región variable de un anticuerpo. La parte intracelular, que confiere 

la capacidad de activación del linfocito T, deriva La región bisagra y transmembrana derivan de 

distintas moléculas, principalmente CD8.  Adaptado de (120). 

Anticuerpo Complejo TCR

Activación
Señal 1: Activación del TCR
Signal 2: Co-estimulación (CD28, CD137)

scFv (reconocimiento antigénico) 

Región bisagra
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De esta manera, obtenemos un linfocito T capaz de reconocer específicamente el antígeno 

tumoral de interés (gracias a la especificidad que le confiere la parte del anticuerpo), que se 

activará al reconocer dicho antígeno, ya que consta de las moléculas necesarias para generar 

las señales de activación del linfocito (dominios del TCR) (197). Como ya se ha mencionado 

anteriormente, la principal diferencia entre los CARs y los tTCRs es que los CARs no necesitan 

que los antígenos sean presentados a través del MHC, ya que el reconocimiento lo hacen 

directamente a través de sus dominios de anticuerpo (198). 

Este tipo de terapia ha mostrado gran eficacia especialmente en neoplasias hematológicas, 

siendo la terapia CAR dirigida contra CD19 (CAR19) la más estudiada hasta la fecha, para el 

tratamiento leucemias y linfomas de tipo B. Tras el primer ensayo clínico en que el que se 

demostró la eficacia de esta inmunoterapia, en leucemia linfática crónica (19), le siguieron 

otros muchos estudios en los cuales se evidenciaban remisiones en pacientes con otras 

neoplasias de tipo B (199), especialmente leucemias linfáticas agudas (LLA) (200) y linfomas 

(201), con unas tasas de respuesta de más del 80% (202), logrando incluso una tasa de 

remisión completa a los 3 años de un 50% (203).  

Los buenos resultados evidenciados en estos ensayos dieron lugar a la aprobación por parte 

de la FDA (food and drug administration) de la primera inmunoterapia CART en 2017: 

tisagenlecleucel (KymriahÔ, Novartis) (204), para el tratamiento de LLA de tipo B en menores 

de 25 años (que en 2018 amplió su indicación al tratamiento de linfomas de tipo B en adultos). 

Ese mismo año se aprobó la segunda terapia CAR: axicabtagene ciloleucel (YescartaÔ; Kite 

Pharma) (205), para el tratamiento de linfomas de tipo B del adulto. 

El éxito mostrado por esta terapia CAR19 hizo que se ampliase la estrategia de los CARs con 

otros antígenos diana. Actualmente existen 5 terapias CART aprobadas por la FDA (4 con 

especificidad para CD19 y 1 para BCMA), resumidas en la tabla I1. 

Tabla I1. CARTs aprobados comercialmente. 

 

Sin embargo, también se han observado recaídas y resistencias a esta terapia, ya que la 

presión ejercida sobre la molécula diana hace que el tumor pueda desarrollar con facilidad 

Nombre Nombre comercial Laboratorio Especificidad Indicación
Tisagenlecleucel KymriahÔ Novartis CD19 LLA-B en < 25 años

Axicabtagene ciloleucel YescartaÔ Kite Pharma CD19 Linfoma-B adultos

Lisocabtagene maraleucel BREYANZI® Juno Therapeutics CD19 Linfoma-B adultos

Brexucabtagene autoleucel TECARTUSÔ Kite Pharma CD19 Linfoma de células del 
manto adultos

Varnimcabtagene autoleucel Var-cel, ARI-0001 Hospital Clínic Barcelona CD19 LLA-B en > 25 años

Idecabtagene vicleucel ABECMA® Bristol Myers Squibb BCMA Mieloma múltiple
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Introducción mecanismos para escapar a esta presión del sistema inmune (como ya se comentó en el 

apartado 2.3. Mecanismos de evasión tumoral), principalmente por pérdida del antígeno diana 

(206). 

Contrariamente a los buenos resultados obtenidos en neoplasias hematológicas, la eficacia 

de esta aproximación continúa teniendo limitaciones en tumores sólidos (207,208). A pesar de 

ello, existen dianas prometedoras como el antígeno pan-cáncer B7-H3 (CD276) (209), el 

receptor α2 de la interleucina 13 (IL13Rα2) (210) y el factor de crecimiento epidérmico tipo III 

(EGFRvIII, epidermal growth factor variant III) (211) para glioblastoma, o CEA para cáncer 

colorrectal (212). Los principales desafíos son la dificultad para identificar al antígeno diana 

adecuado, así como encontrar el mejor abordaje que permita luchar contra microambiente 

tumoral inmunosupresor (213). Puede verse un resumen de estos ensayos con CARTs en la 

tabla I2. 

Tabla I2: Resumen de resultados de ensayos clínicos con CART en tumores sólidos. 

 

A pesar de ser una de las inmunoterapias más prometedoras, otra de las limitaciones 

importantes que se ha visto en la práctica clínica es la toxicidad asociada (214). Los efectos 

adversos más frecuentes son el síndrome de liberación de citocinas y la neurotoxicidad, con 

una incidencia de aproximadamente un 50% y un 30-40%, respectivamente (215), mientras 

que la tasa de mortalidad puede ascender hasta el 15% (216).  

Cabe mencionar un caso reportado de toxicidad grave tras la administración de un CART 

contra HER-2 (usando como dominio de reconocimiento un scFv derivado del trastuzumab) 

(217), administrado a una paciente con cáncer colorrectal. Tan solo 15 minutos tras la 

administración del CART, la paciente sufrió insuficiencia respiratoria, que requirió de 

intubación e ingreso en la unidad de cuidados intensivos. Posteriormente experimentó 2 paros 

cardíacos. A pesar el tratamiento de soporte y de la ventilación mecánica, la paciente falleció 5 

Antigen Disease Response Observations References

Her2

Colon cancer with lung 

and liver metastasis 

Sarcoma

Rhabdomyosarcoma

1 death

4/17 SD

1/1 CR

(>20 meses)

High dose high affinity CAR-T cells (trastuzumab-based). Cytokine storm. 

CAR-T cell persistence in blood for 6 weeks (7/9) and tumors (2/2). Safe.

Relapse at 6 months. Second remission achieved after second dose.

Morgan, 2010, Mol 

Ther

Ahmed 2015, JCO

Hedge 2020,

Nature Comm

GD2 Neuroblastoma 3/11 CR Tumor regression correlated with CAR-T cell persistence. Safe.
Louis 2011,

Blood

EGFR Lung
2/11 PR 

4/11 SD

CAR-T cells detected in the tumor.

Decreased EGFR expression in 4/4 tumors after treatment.

Feng 2016,

Sci China Life Sci

IL-13R⍺ Glioblastoma
1/4 CR

3/4 OR
Multiple local infusions. Brown 2016, NEJM

Mesothelin Pleural cancers

2/14 CR 

5/14 PR 

4/14 SD

In combination with anti-PD1

T-cell clonal expansion correlates with response

IgG responses observed after treatment

Adusumilli, 

ASCO 2019

Cancer Discovery, 

2021
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días después debido al fallo pulmonar, hipotensión e isquemia generalizada. Este es un claro 

ejemplo de los potenciales efectos adversos que puede generar un CART dirigido contra 

antígenos que se expresan en tejidos sanos, como ocurre en gran parte de los CARTs utilizados 

en tumores sólidos.  

En el caso del cáncer colorrectal, esta terapia es bastante escasa, siendo CEA la diana más 

estudiada, aunque con modestos resultados (218). El primer ensayo clínico de CARs en esta 

enfermedad usaba CART72, unas células dirigidas contra la glucoproteína asociada a tumor 

(TAG)-72, que demostraron seguridad pero eficacia limitada (219). Otros antígenos utilizados 

como diana para células CAR además de CEA han sido la guanilil ciclasa C (GUCY2C) (220), 

EGFR (221,222), TAG72 (tumor-associated glycoprotein) (219), EpCAM (epithelial cell adhesion 

molecule) (223) HER2 o MUC1 (218) (tabla I3). Aunque algunos modelos preclínicos y fases 

iniciales de ensayos clínicos han mostrado eficacia, ésta es limitada y poco duradera en la 

mayoría de los pacientes (218), además de los efectos adversos potencialmente graves 

observados, principalmente colitis. Por tanto, la terapia CAR en pacientes con cáncer 

colorrectal resulta prometedora, aunque todavía queda mucho camino por recorrer. 

Tabla I3. Ensayos clínicos activos con terapia CART en cáncer colorrectal. Adaptado de (218). 
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4.2.2. Efecto de injerto contra leucemia 

Este tipo de aproximación se usa para el tratamiento de leucemias. Aquí, se utilizan 

linfocitos T y células NK procedentes de un donante alogénico que inducirán una respuesta 

alogénica contra las células del receptor, incluidas las células leucémicas. Las células NK 

reconocerán a las células tumorales que expresen bajos niveles de moléculas MHC clase I. El 

problema de este tipo de tratamiento es el riesgo de producir enfermedad de injerto contra 

huésped, que atacaría a las células sanas del paciente, con graves consecuencias. 

4.2.3. Anticuerpos antitumorales 

El concepto del empleo de anticuerpos para tratar de manera selectiva diversas 

enfermedades, entre ellas el cáncer, surgió poco después del descubrimiento de los mismos a 

finales del siglo XIX. A lo largo de las décadas siguientes se intentó generar estos anticuerpos 

específicos, inmunizando animales, aunque con poco éxito. Finalmente, en 1975 Kohler y 

Milstein lograron desarrollar anticuerpos monoclonales (moAbs, monoclonal antibodies) a 

J. Clin. Med. 2020, 9, 182 10 of 19

Table 1. Ongoing clinical trials of CAR T-cell therapy conducted in CRC.

Target Pathology Trial ID Study Phase Administration Patient Number Year Reference

EGFR IL-12 Metastatic colorectal cancer NCT03542799 I/II Systemic 20 2018 [127]

EGFR EGFR-positive colorectal Cancer NCT03152435 I/II Systemic 20 2017 [128]

NKG2D Metastatic colorectal cancer NCT03692429 I Systemic 36 2018 [126]

CEA Metastatic colorectal cancer NCT02959151 I/II

Vascular
interventional

therapy or
intratumoral

injection

20 2016 [129]

NKR-2 Unresectable liver metastasis of
colorectal cancer NCT03370198 I Hepatic

transarterial 18 2017 [130]

NKR-2 Potentially resectable liver metastasis
of colorectal cancer NCT03310008 I Systemic 36 2017 [131]

MUC 1 Colorectal cancer NCT02617134 I/II Systemic 20 2015 [132]

HER2 Colorectal cancer NCT02713984 I/II Systemic 60 2016 [133]

CEA Colorectal cancer NCT02349724 I Systemic 75 2015 [134]

CEA Peritoneal metastases or malignant
ascites of Colorectal cancer NCT03682744 I Intraperitoneal

infusion 18 2018 [135]

C-MET Colorectal cancer NCT03638206 I/II Systemic 73 2018 [136]

EpCAM Colorectal cancer NCT03013712 I/II

Vascular
interventional

therapy 60 2017 [137]

Endoscopy
mediated
infusion

CD133 Colorectal cancer NCT02541370 I/II Systemic 20 2015 [138]

CEA CEA + liver metastases from
gastrointestinal tumors including

colorectal cancer

NCT02850536 I
Hepatic

transarterial 5 2015 [139]

Intrapancreatic
retrograde

venous
infusion

HER2 Colorectal cancer NCT03740256 I Systemic
&Intratumoral 39 2018 [140]

CEA
CEA + adenocarcinoma with liver
metastases from gastrointestinal

tumors including colorectal cancer
NCT02416466 I

Hepatic
transarterial

administration
8 2015 [141]

EGFR and EGFR IL 12 CAR T-cell safety and feasibility in the treatment of metastatic CRC are
also being currently evaluated in phase I and II studies [127,128]. Various trials are investigating
the use of anti-carcinoembryonic antigen targeted CAR T-cells in several CEA-positive malignancies,
including CRC. Concerning the administration protocol, trials with CEA as a target for CARs prefer
systemic, hepatic transarterial administration, vascular interventional, or intraperitoneal infusion.
In addition tometastatic colorectal cancer, CEA is used as a target for other solid tumors like lung,
gastric, pancreatic, hepatocellular, or breast cancer [129,134,135,139,141].

Anti HER2 CAR T-cells are studied in HER2 positive cancers in preclinical studies [133].
NCT03740256 [140] phase 1 trial is investigating the e�ciency and safety of HER 2 chimeric antigen
receptor-modified adenovirus-specific cytotoxic T lymphocytes administered in association with
intratumoral injection of CAdVEC, an oncolytic adenovirus. The administration of CAdVEC is
proposed to create a pro-inflammatory tumor microenvironment that will promote the recruitment
and expansion of the transferred CAR T-cells.

The use of CAR T-cells targeted against MUC1 is proposed for relapsed or refractory solid
tumors like glioma, metastatic colonic adenocarcinoma, and gastric cancer, which exhibit confirmed
MUC1 positive status [132]. C-MET appears as a target for colorectal cancer, hepatoma, ovarian,
and renal cancer in phase I/II CAR T-cell trial with over 73 participants. The trial consists of a
multi-target gene-modified CAR T/TCR T-cell that includes ten di↵erent tumor-specific antibodies [136].
Other ongoing trials use CAR T-cells targeting EpCAM [137], or CD 133 [138] -positive CRC to assess
safety and feasibility for both solid tumors like colorectal cancer as well as hematological malignancies.
The completion date for the trial concerning CD133 targeted CAR T-cells is December 2019. Preliminary
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partir de hibridomas (224), gracias a lo cual recibieron el premio Nobel de Medicina en 1984. El 

desarrollo de los anticuerpos monoclonales supuso un gran avance en la medicina ya que 

permitían no sólo tratar enfermedades, si no caracterizar subtipos celulares y desarrollar 

metodologías como la citometría de flujo, contribuyendo a su aplicación diagnóstica además 

de terapéutica. 

Los primeros moAbs desarrollados eran murinos, pero su eficacia in vivo era limitada 

debido a su carácter inmunogénico que inducía reacciones alérgicas, anticuerpos anti-fármaco 

(ADA, anti-drug antibodies) y baja persistencia (225). Por ello, posteriormente se desarrollaron 

moAbs modificados para “humanizarlos”: primero los quiméricos, donde se fusionaban las 

regiones variables (Fab) murinas con las regiones constantes de un anticuerpo humano, 

aunque la inmunogenicidad continuaba siendo notable (226); después aparecieron los moAbs 

humanizados, donde sólo se modificaban las regiones determinantes de complementariedad 

(CDRs, complementary determining regions) (227); y finalmente se generaron los moAbs 

completamente humanos a partir de ratones transgénicos (228). 

En 1986 fue aprobado primer moAb terapéutico: muromonab-CD3 en la prevención del 

rechazo agudo (229). Más de 3 décadas después de esta aprobación, el mercado de los moAbs 

ha ido creciendo exponencialmente. Actualmente existen más de 100 anticuerpos 

monoclonales específicos contra antígenos tumorales, muchos de ellos ya aprobados para el 

tratamiento de diversos tumores (230). En lo referente al tratamiento del cáncer colorrectal, 

se han desarrollado  

Estos anticuerpos, una vez reconocen las células tumorales, inducen la opsonización, 

fagocitosis, activación del complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. 

Entre los más conocidos es el uso de rituximab, un anticuerpo anti-CD20 utilizado 

exitosamente en el tratamiento del linfoma. 

Uno de los problemas que surgieron al empezar a utilizar este tipo de terapias fue la 

aparición de anticuerpos anti-Ig que bloqueaban la unión del fármaco a su diana y favorecían 

su eliminación, repercutiendo negativamente en su eficacia clínica. Esto se debía a que los 

primeros anticuerpos monoclonales utilizados eran de origen murino, que inducían una 

respuesta inmunitaria contra la Ig murina. Actualmente este problema se ha reducido en gran 

medida gracias al empleo de anticuerpos monoclonales humanizados o humanos, elaborados 

mediante tecnología de ADN recombinante, en los cuales la fracción Fc, o el anticuerpo 

completo, es humano, reduciendo así su inmunogenicidad. 
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Introducción Otro de los problemas que plantea esta terapia es la aparición de clonas de células 

tumorales que no expresen el antígeno diana, debido a la presión ejercida por el sistema 

inmune al administrar estos anticuerpos. Una alternativa para evitarlo podría ser el empleo de 

combinaciones de varios anticuerpos con distintas especificidades. 

Existe otro grupo de anticuerpos monoclonales muy utilizados que son aquellos dirigidos 

contra factores de crecimiento, en concreto aquellos dirigidos contra el factor de crecimiento 

epidérmico, utilizados en el tratamiento del cáncer colorrectal, o el VEGF, que promueve la 

angiogénesis, autorizado para el tratamiento de diversos tumores metastásicos. 

5. Checkpoint inhibitors 

El tratamiento convencional del cáncer se basaba en la cirugía, la quimioterapia y la 

radioterapia. Posteriormente, aparecieron agentes dirigidos más selectivos contra las células 

tumorales (231,232). En la última década, los inhibidores del punto de control (ICIs, immune 

checkpoint inhibitors) han revolucionado el tratamiento del cáncer, obteniendo respuestas 

clínicas esperanzadoras en tumores hasta ahora considerados incurables (233). Aunque han 

mostrado eficacia en diversos cánceres con elevada carga mutacional, como melanoma o 

cáncer de pulmón, la mayoría de los pacientes no consiguen alcanzar una respuesta duradera 

(234). Además, en los cánceres con bajas tasas de mutaciones las respuestas a estas terapias 

han sido más limitadas. 
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Figura I18. Principales puntos de control inmunológicos. Moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras 

expresadas en los linfocitos T (en rojo) y sus correspondientes ligandos en las células presentadoras de 

antígenos (APC, en azul). Adaptado de (235). 

Desde la aprobación de ipilimumab (ICI anti-CTLA-4) en 2011 para melanoma avanzado 

(236), el desarrollo de estos fármacos ha crecido exponencialmente, estudiándose numerosas 

moléculas implicadas en estos puntos de control (figura I18) y llevando a cabo ensayos clínicos 

en numerosos tumores. Hasta la fecha, los ICIs que han sido aprobados van dirigidos contra 3 

moléculas inhibitorias: CTLA-4 (ipilimumab) (236), PD-1 (pembrolizumab, nivolumab) (237,238) 

y PD-L1 (atezolizumab, durvalumab y avelumab) (239–241). Aunque inicialmente su indicación 

iba dirigida a estadios avanzados de la enfermedad, especialmente melanoma, actualmente los 

ICIs se han convertido en tratamientos de primera línea para varios tumores sólidos (233). 

Además de estos 3 principales ICIs ya aprobados, numerosas moléculas dirigidas contra otros 

puntos de control como LAG-3, TIM-3, TIGIT, B7H3, CD39, CD73 o CD47, entre otros, están 

siendo estudiadas. 

El descubrimiento de la implicación de estos puntos de control del sistema inmune se lo 

debemos, en gran parte, a los estudios del Dr James Allison y Dr Tasaku Honjo respecto al 

papel inhibitorio sobre el linfocito T de las moléculas CTLA-4 (242) y PD-1 (243), 

Moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras de los linfocitos T

Chen and Flies, Nature Reviews Immunology. 2013

cSMAC
TCR/pMHC

CD28
CTLA4
PD1….

pSMAC
LFA

ICAM1
…

Moléculas co-estimuladoras Moléculas co-inhibidoras
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Introducción respectivamente. La relevancia de estos descubrimientos quedó reflejada con el premio Nobel 

de medicina con el que ambos fueron galardonados en 2018. 

 

Figura I19. Mecanismos de acción de moléculas checkpoints inhibidoras y su efecto en células del 

sistema inmune y la progresión tumoral. Adaptado de (244). 

En condiciones normales, las moléculas checkpoints regulan la respuesta inmune, 

controlando el balance entre las señales pro-inflamatorias y anti-inflamatorias que se 

producen tras una infección o daño. Esto es importante para mantener la homeostasis y evitar 

una sobre-estimulación del sistema inmune (245). Por lo general, estos mecanismos 

inhibitorios son en forma de ligando-receptor. Una vez que el linfocito T se ha activado tras 

haber reconocido un antígeno tumoral, presentado a través del MHC (246,247), la célula 

tumoral puede ser eliminada. Entonces, el linfocito T activado puede expresar en su superficie 

moléculas inhibitorias como CTLA-4 o PD-1 (245), que al unirse a sus respectivos ligandos, 

suprimirán el efecto del linfocito T. El problema es que las células tumorales se aprovechan de 

esta vía para romper este equilibrio y favorecer un ambiente inmunosupresor, inhibiendo la 

respuesta inmune de los linfocitos T y favoreciendo así el crecimiento del tumor (24). Estas 

moléculas pueden inhibir la actividad del sistema inmune a través de distintas vías (reclutando 

células supresoras como Treg o MDSC, bloqueando la secreción de citocinas inflamatorias, 

etc). Algunos ejemplos de estos posibles mecanismos inhibitorios y sus efectos sobre las 

funciones del linfocito T y la tumorogénesis están representados en la figura I19. 
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Inicialmente se conocían sólo unas pocas moléculas activadoras e inhibidoras que 

regulaban la interacción del linfocito T con las células presentadoras de antígenos y su 

consecuente activación (248). Según la hipótesis clásica de las dos señales, para activar al 

linfocito T es necesario un segundo estímulo tras el reconocimiento del antígeno (CD28-

CD80/CD86). Cuando posteriormente se descubrió la molécula inhibidora CTLA-4, que 

interacciona con los mismos ligandos que CD28, esta hipótesis evolucionó hacia un sistema 

más complejo de regulación positiva y negativa (249). Mientras que CD28 se expresa de 

manera constitutiva en los linfocitos T, la expresión de CTLA-4 se induce una vez que el 

linfocito se ha activado, como mecanismo regulador para suprimir esta activación, junto con la 

downregulación de CD28 (250). En lo que respecta a los ligandos de estas moléculas, CD80 y 

CD86, su expresión en las células presentadoras de antígenos viene dada por el grado de 

maduración de las mismas, y aumenta en respuesta a distintos estímulos (251). De esta 

manera, podemos ver distintos puntos de control en la activación de la respuesta de los 

linfocitos T. En la figura I20 podemos ver un esquema de estos mecanismos.    

 

Figura I20. Sistema CD28-B7-CTLA-4. Adaptado de (235). 

Esta teoría, aunque mostraba que la regulación de la activación de los linfocitos T es 

compleja, se centraba sólo en la interacción del linfocito con la célula presentadora de 
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Introducción antígeno. Dicha teoría ha ido evolucionando a lo largo del tiempo y actualmente se conocen 

muchas más moléculas, tanto co-estimuladoras como co-inhibidoras (ambas importantes en la 

regulación de la respuesta inmune y por tanto, puntos de control o chekpoints) que se 

expresan también en otras células que participan en el microambiente tumoral, no sólo en los 

linfocitos T y en las APCs. En la figura I21 podemos ver un resumen de estas moléculas 

checkpoints y de sus interacciones entre los distintos participantes de la respuesta anti-

tumoral.  

 

Figura I21. Checkpoints en el microambiente tumoral. Expresión de moléculas co-estimuladoras y 

co-inhibidoras en distintos tipos celulares (células presentadoras de antígenos, linfocitos T, 

linfocitos B, macrófagos, MDSCs, Tregs, NKs) implicados en la respuesta inmune antitumoral. 

Adaptado de (252). 

El conocimiento de todas estas nuevas moléculas checkpoints ha permitido desarrollar 

numerosos fármacos dirigidos contra estas vías (ICIs) para el tratamiento de diversos tumores, 

que han aumentado de manera exponencial en los últimos años. 

A pesar de los buenos resultados de esta terapia en distintos tumores avanzados, sólo una 

pequeña parte de los pacientes consiguen alcanzar unas respuestas completas duraderas 
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(253). Esto pone de manifiesto la existencia de distintos mecanismos de resistencia a esta 

terapia, tanto primaria como adquirida, ya que también se han observado grupos de pacientes 

que han recaído tras una buena respuesta inicial (254).  

En cuanto a los mecanismos que influyen en la resistencia primaria, podríamos destacar 

factores como el estado de inmunosupresión del paciente (254); la baja expresión de 

neoantígenos tumorales (que se correlaciona con la carga mutacional del tumor) (255,256); 

alteraciones en la vía del INF-g (257),  la downregulación de moléculas de MHC (258), la baja 

expresión de las moléculas inhibitorias como PD-L1 en las células tumorales (259), el 

microbioma (260) o diversas propiedades epigenéticas de los tumores (261). A pesar de que 

los principales biomarcadores usados para predecir la eficacia de respuesta a los ICIs con la 

expresión de PD-L1 en el tumor o los niveles de carga mutacional, éstos tienen sus limitaciones 

y no siempre se correlacionan bien con la respuesta al tratamiento (259,262). 

A diferencia de la resistencia primaria, los mecanismos causantes de la resistencia adquirida 

a los ICIs son menos conocidos. En este caso, muchos de los mecanismos implicados son los 

mismos que en la resistencia primaria, ya que ambos participan en el desarrollo y 

mantenimiento de una respuesta anti-tumoral efectiva (233). Los tumores van evolucionando 

y se seleccionan aquellas clonas que adquieren mutaciones en vías implicadas en la respuesta 

a los ICIs. Entre estas vías de resistencia adquirida estarían la pérdida de expresión de 

antígenos tumorales (263) o la alteración de la vía del INF-g (264). 

Además de todos estos factores característicos de microambiente tumoral, se han descrito 

otros fuera de este entorno que también pueden afectar a la eficacia de esta terapia. Algunos 

de ellos dependen del propio paciente, como la microbiota, los niveles hormonales, la 

activación del sistema inmune más allá del tumor u otras co-morbilidades. Pero más 

recientemente se ha destacado también la importancia de los factores externos, como el tipo 

de alimentación, el estilo de vida (ejercicio físico, consumo de alcohol o drogas), la exposición 

a distintos factores ambientales (contaminación, químicos, alérgenos), las condiciones 

psicológicas o sociales, etc (figura I22) (252). 

El conocimiento acerca de todos estos mecanismos de resistencia a los ICIs todavía es muy 

limitado. Es necesario profundizar en este tema y conocer mejor los mecanismos de resistencia 

de que los tumores desarrollan frente a esta terapia para poder identificar vías alternativas 

con las que poder tratar a los pacientes de manera más efectiva. 
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Figura I22. Factores que pueden influir en la eficacia de respuesta inmune anti-tumoral en el 

tratamiento con checkpoints. Los factores intrínsecos del paciente están representados a la 

izquierda, mientras que los factores externos se muestran a la derecha. Adaptado de (252). 

5.1.Inhibidores de la vía PD-1/PD-L1 

El receptor conocido como programmed cell dead protein (PD-1) se identificó por primer 

vez en 1992, asociándosele un papel en la regulación de la muerte celular programada (243). 

Se expresa en las células del sistema inmune activadas, como linfocitos T y B, células NK, 

macrófagos o células dendríticas (265). En los linfocitos T exhaustos este receptor también se 

encuentra muy sobre-expresado (266). Al interaccionar con sus ligandos (PD-L1 y PD-L2), se 

produce una supresión de la respuesta inmune, ya que se inhibe la activación, la proliferación y 

la producción de citocinas de los linfocitos T (267). Estos ligandos se expresan en células 

presentadoras de antígenos, pero también en células tumorales (268), por ello esta vía es uno 

de los principales mecanismos de evasión antitumoral, siendo una candidata atractiva para 

utilizarse como diana terapéutica.  

A pesar de que las funciones de PD-1 son similares a las de CTLA-4, ambos juegan un papel 

no redundante en la respuesta inmune. CTLA-4 se expresa al inicio de la activación de los 

linfocitos T, mientras que PD-1 lo hace en estadios más diferenciados; las vías a través de las 
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cuales suprimen la respuesta de linfocitos T son diferentes (aunque se solapan en algunos 

puntos, como la capacidad de PD-L1 para unirse a CD80, al igual que CTLA-4) (269); y los 

ligandos con los que interaccionan se expresan en diferente frecuencia en distintos tipos 

celulares (233). Estas diferencias en cuanto a sus mecanismos de acción también se han 

evidenciado tras el uso de los fármacos bloqueantes de ambas vías y os observar, tanto en 

estudios pre-clínicos como en pacientes, que el perfil de toxicidad en ambos casos también 

mostraba disparidades. Los ICIs de la vía PD-1/PD-L1 suelen generar menos efectos adversos 

que aquellos que bloquean la vía CTLA-4 (270). Este mejor perfil de seguridad probablemente 

se deba a que las moléculas PD-1/PD-L1 se expresan en gran cantidad en los linfocitos que 

infiltran el tumor y las células tumorales (252), mientras que CTLA-4 está implicado en la 

regulación de la respuesta de los linfocitos T frente a los antígenos propios (271,272). 

En diversos estudios en animales se evidenció la importancia de esta vía en la supresión de 

la respuesta inmune, así como su capacidad para ser suprimida con distintos bloqueantes 

(273,274), lo que dio lugar al desarrollo de los primeros fármacos bloqueantes de esta vía tiene 

en 2001. Posteriormente, a partir de 2006 se iniciaron numerosos ensayos clínicos para 

demostrar la eficacia de distintos bloqueantes de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en diversos tumores. Los 

primeros ensayos, desarrollados en pacientes con melanoma avanzado, demostraron una 

potente capacidad anti-tumoral y duradera, con una toxicidad limitada, en ciertos grupos de 

pacientes (275,276). 

Posteriormente, estos ensayos se ampliaron a otros tumores, demostrando también 

eficacia en pacientes con cáncer de pulmón de célula no pequeña (277), carcinoma renal, o 

cáncer colorrectal (278). Gracias a los buenos resultados clínicos observados, en 2014 la FDA 

aprobó los primeros anticuerpos bloqueantes de PD-1 (279), nivolumab y pembrolizumab, 

para el tratamiento de melanoma avanzado en pacientes refractarios al bloqueante de CTLA-4 

ipilimumab. Posteriormente, esta aprobación se amplió al tratamiento de otros tumores, el 

primero fue el cáncer de pulmón (280), seguido de muchos otros tumores sólidos como el 

urotelial, de cabeza y cuello, renal, gástrico y tumores hematológicos como el linfoma de 

Hodgkin (233). Además, desde 2017 el uso de estos fármacos se amplió notablemente gracias 

a la aprobación de pembrolizumab para cualquier tumor sólido metastásico y avanzado que 

exprese MSI-H o dMMR (281). Asimismo, se han desarrollado otros inhibidores de esta vía, 

dirigidos contra los ligandos de PD-1, como los bloqueantes de PD-L1 atezolizumab, 

durvalumab o avelumab, que también se están estudiando en diversos ensayos y han 

conseguido ser aprobados para ciertos tipos de tumores (282). En la tabla I4 se puede ver un 
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Introducción resumen de los fármacos que inhiben esta vía y los distintos tumores sólidos y hematológicos 

para los cuales tienen indicación aprobada actualmente. 

Tabla I4. Fármacos inhibidores de la vía PD-1/PD-L1 aprobados.  

 

SC, skin cáncer; NSCLC, non-small cell lung cáncer; RCC, renal cell carcinoma; HL, Hodgkin 
lymphoma; HNC head and neck cancer; UC urothelial carcinoma; CRC colorectal cancer; HCC, 
hepatocellular carcinoma; ESC, esophageal carcinoma; MPM, malignant pleural mesothelioma; GC, 
gastric cancer; GEJC, gastroesophageal junction cancer; TNBC, triple-negative breast cancer; BC, 
bladder cancer; CC, cervical cáncer; EC, endometrial cáncer. Adaptado de (283). 

Pese a la gran esperanza que han supuesto los fármacos bloqueantes de la vía PD-1/PD-L1, 

y los distintos fármacos ya aprobados para numerosos tipos de tumores, esta alternativa 

terapéutica todavía tiene muchas limitaciones. La mayoría de los pacientes no responden a 

esta terapia, y de entre estos respondedores, la terapia no es duradera y un elevado 

porcentaje se vuelve refractario al cabo del tiempo. En cuanto a los afectos adversos, aunque 

suelen ser menos tóxicos comparados con los bloqueantes de CTLA-4, todavía suponen un 

riesgo considerable y en algunos casos estas toxicidades pueden ser potencialmente graves e 

incluso comprometer la vida del paciente.  

En el grupo de pacientes no respondedores a esta terapia, parece que la vía PD-1/PD-L1 no 

es el actor principal en la resistencia a la inmunidad antitumoral. Otros mecanismos, como la 

sobre-expresión de checkpoints adicionales, la presencia de otras células inmunosupresoras, la 

liberación de citocinas inhibidoras, la remodelación de las estructuras celulares o la 

angiogénesis, juegan un papel importante en la modulación de la respuesta antitumoral (284–

286). Terapias dirigidas contra estos otros mecanismos inmunosupresores podrían favorecer el 

efecto del bloqueo de la vía PD-1/PD-L1 para una erradicación tumoral más eficaz. Asimismo, 

Fármaco Aprobación SC NSCLC SCLC RCC HL HNC UC CRC HCC ESC MPM GC GEJC TNBC BC CC EC

Nivolumab 2014 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ - - - -

Pembrolizumab 2014 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ - ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔

Cemiplimab 2018 ✔ ✔ - - - - - - - - - - - - - - -

Toripalimab 2018 ✔ - - - - ✔ ✔ - - - - - - - - - -

Sintilimab 2018 - ✔ - - ✔ - - - ✔ - - - - - - - -

Camrelizumab 2018 - ✔ - - ✔ ✔ - - ✔ ✔ - - - - - - -

Tislelizumab 2019 - ✔ - - ✔ - ✔ - - - - - - - - - -

Zimberelimab 2021 - - - - ✔ - - - - - - - - - - - -

Prolgolimab 2020 ✔ - - - - - - - - - - - - - - - -

Dostarlimab 2021 - - - - - - - - - - - - - - - - ✔

Atezolizumab 2016 ✔ ✔ ✔ - - - ✔ - ✔ - - - - ✔ - - -

Durvalumab 2017 - ✔ ✔ - - - - - - - - - - - ✔ - -

Avelumab 2017 ✔ - - ✔ - - ✔ - - - - - - - - - -



Inmunoterapia del cáncer colorrectal con anti-PD-L1 y células dendríticas 

 

    60 

existen factores que pueden contribuir positivamente a la erradicación de los tumores, y que 

podemos potenciar para diseñar estrategias de tratamiento más efectivas, como la muerte 

celular inmunogénica, las citocinas anti-tumorales o la activación de la presentación antigénica 

(283). 

Estas vías alternativas de modulación de la respuesta inmune anti-tumoral, unidas al éxito que 

han supuesto los inhibidores de esta vía PD-1/PD-L1, ha hecho que, además de los ensayos 

clínicos en monoterapia, se estén desarrollando numerosos ensayos clínicos que combinan 

estos inhibidores junto con otras 

terapias. Dentro de estas 

combinaciones se incluyen las terapias 

tradicionales (quimio o radioterapia), 

los agentes anti-angiogénicos (anti-

VEGF), otros ICIs (CTLA4, TIM-3, LAG-

3), diversas terapias dirigidas (contra 

EGFR, ALK, MEK, RAS) o terapia celular 

adoptiva (DCs, CARTs), entre otros. 

(figura I23).  

Figura I23. Ensayos que combinan anti-

PD1-PD-L1 con otras terapias. Adaptado 

de (287). 

En cuanto al avelumab, se trata de un anticuerpo monoclonal humano de tipo IgG1 dirigido 

contra PD-L1 que contiene un Fc nativo capaz de inducir citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpo en las células NKs, lo cual genera una actividad antitumoral por vía tanto innata 

como adaptativa. Este Fc lo diferencia de otros anticuerpos bloqueantes de PD-L1, como 

atezolizumab y durvalumab, que tienen su Fc modificado y no generan esta citotoxicidad (282). 

Avelumab está indicado en monoterapia para el tratamiento de carcinoma metastásico de 

células de Merkel y el urotelial, y en combinación con axitinib para el tratamiento del 

carcinoma avanzado de células renales. Además de estas indicaciones aprobadas, su uso se 

está estudiando en el tratamiento de distintos tumores, en monoterapia y en combinación con 

otros fármacos. 

5.2. Checkpoints inhibitors en cáncer colorrectal  

La revolución del tratamiento antitumoral utilizando inhibidores de checkpoints también ha 

llegado al cáncer colorrectal. Sin embargo, un bajo porcentaje de los pacientes con este tipo de 
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Introducción tumor se benefician de estos tratamientos. En el caso de los tumores con alta inestabilidad de 

microsatélites (microsatellite instability, MSI) o deficiencia en los mecanismos de reparación 

(deficient mismatch repair, dMMR), este tipo de terapia ha logrado respuestas completas y 

duraderas. De hecho, gracias a los buenos resultados obtenidos en diversos ensayos clínicos, 

en este subtipo de cáncer colorrectal MSI/dMMR están aprobados el uso de pembrolizumab 

(anti-PD-1) en primera línea, nivolumab (anti-PD-1) en segunda línea y la combinación de 

ipilimumab (anti-CTLA-4) con nivolumab en tercera línea (252), los cuales han mostrado unas 

tasas de respuesta global del 44%, 31% y 55% respectivamente (252). A pesar de ello, los 

tumores de tipo MSI/dMMR representan tan sólo el 3-5% del cáncer colorrectal metastásico y 

un 14% del total de tumores de tipo colorrectal. Por tanto, la gran mayoría de los pacientes 

con cáncer colorrectal, que son de tipo MSS/pMMR (estabilidad de microsatélites, 

microsatellite stability, MSS y proficient mismatch repair, pMMR) no se benefician de este tipo 

de terapia. 

Esta diferencia de efectividad entre tumores MSI/dMMR versus tumores MSS/pMMR no se 

circunscribe sólo a los tumores colorrectales, si no que se había observado en distintos tipos 

de cánceres (288,289). Tras los estudios previos en melanoma o cáncer de pulmón, en 2015 se 

publicó un estudio (256) en el que demostraban por primera vez estas diferencias de respuesta 

a los ICIs en función del subtipo de cáncer colorrectal. En dicho estudio, se compararon 2 

grupos de pacientes con cáncer colorrectal metastásico, MSS vs MSI, (además de un grupo con 

cáncer MSI de tipo no colorrectal) que recibieron tratamiento con pembrolizumab. Como 

puede verse en las gráficas de supervivencia global (OS) y supervivencia libre de progresión 

(PFS) de la figura I24, las tasas de respuesta global al tratamiento fueron mayores en el grupo 

de pacientes con tumores de tipo MSI (40% vs 0%), observándose una gran diferencia tanto en 

la supervivencia libre de progresión como en la supervivencia global. 

Esta gran diferencia de respuesta podría deberse a que los tumores de tipo dMMR tienen 

una tasa de mutaciones somáticas mucho más elevada que los de tipo pMMR (290), lo cual 

hace que se generen más posibles neoantígenos y que estos sean reconocidos por el sistema 

inmune, de ahí la mayor infiltración linfocitaria observada en los tumores de tipo dMMR (291). 

El hecho de que estos tumores altamente infiltrados muestren también una elevada expresión 

de moléculas inhibidoras (PD-1, CTLA-4, LAG-3) confirma la hipótesis de que los tumores de 

tipo dMMR son capaces de generar una potente estimulación del sistema inmune (son más 

inmunogénicos), pero dicha estimulación se ve contrarrestada con las moléculas inhibitorias 

que frenan la eliminación del tumor. A pesar de ello, son tumores con un microambiente 

immuno-hot, y por tanto buenos candidatos a recibir tratamientos con inmunoterapia. 
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Figura I24. Beneficio clínico de pembrolizumab en función del estatus dMMR (deficient mismatch 

repair) o pMMR (proficient mismatch repair). Las curvas de Kaplan-Meier muestran la PFS (A) y la 

OS (B) en pacientes con cáncer colorrectal. Adpatado del estudio (256). 

Este estudio, junto con otros posteriores (292), muestran que el estatus de MMR puede 

emplearse para predecir la respuesta al tratamiento con ICIs. Sin embargo, puede excluir a 

pacientes que tienen tumores de tipo pMMR y que podrían beneficiarse de esta terapia, ya 

que no tiene en cuenta otros factores que también pueden afectar a la respuesta de estos 

tratamientos. Como ejemplo, un caso clínico en el que reportaban una respuesta a la terapia 

con pemprolizumab en un paciente con mCCR de tipo MSS (293).  La particularidad de este 

paciente es que, a pesar de tener un fenotipo MSS, tiene una mutación en POLE (polimerasa 

e). Las mutaciones en esta polimerasa generan en una alta tasa de mutaciones, lo que se 

traduce en un tumor con una alta TMB (tumor mutational burden) y muy inmunogénico, a 

pesar de ser un fenotipo MSS. Este caso pone de manifiesto la importancia de tener en cuenta 

otros factores, más allá del estatus MMR del tumor, para predecir la eficacia al tratamiento 

con ICIs. En la tabla I5 están recogidos algunos biomarcadores a tener en cuenta para 

seleccionar pacientes con CCR que puedan beneficiarse de la terapia con ICIs, más allá del 

estatus MSI/MSS (294). 
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Introducción Tabla I5. Biomarcadores para seleccionar pacientes con cáncer colorrectal candidatos a 

tratamiento con checkpoint inhibitors. Adaptado de (294). 

 

Más allá de las terapias actualmente aprobadas, en la tabla I6 están recogidos los ensayos 

clínicos en los cuales se están estudiando distintos ICIs para el tratamiento de cáncer 

colorrectal avanzado (de cualquier tipo, MSS o MSI). En la mayoría de ellos, se trata de ensayos 

que incluyen pacientes con cualquier tipo de tumor sólido en estadio avanzado (no son 

específicos del CCR) y algunos de ellos sólo incluyen tumores con alta carga mutacional, como 

los de tipo MSI, lo que pone de manifiesto las limitadas opciones terapéuticas en este campo 

dirigidas hacia tumores colorrectales MSS. 

Tabla I6. Ensayos clínicos con checkpoints inhibitors en cáncer colorrectal. Adaptado de (244). 

 

Ya hemos hablado en el apartado anterior que, para potenciar el efecto inmunoestimulante 

de los ICIs, se están explorando muchas terapias combinadas de ICIs con diversos fármacos. 

Las terapias elegidas para combinar junto con los ICIs son muy variadas, desde la radioterapia, 

Ensayo clínico Fase Molécula diana Agente
NCT02563002 III PD-1 PEMBROLIZUMAB

NCT03084471 III PD-L1 DURVALUMAB

NCT02460224 I/II LAG-3 LAG525(IMP701)

NCT03005782 I LAG-3 REGN3767 (R3767)

NCT03156114, NCT03433898, NCT03780725 I LAG-3 BI 754,091

NCT03697304, NCT03219268 I LAG-3 Tebotelimab (MGD013)

NCT03252938 I LAG-3 Eftilagimod alpha (IMP321)

NCT03440437 I TIM-3 FS118

NCT02608268 I/II TIM-3 MBG453

NCT03489343 I TIM-3 Sym023

NCT02817633 I TIM-3 TSR-022

NCT03729596 I/II B7-H3 and B7-H4 MGC018

NCT02740985 I A2aR EOS100850

NCT03719326, NCT03720678, NCT03629756 I A2aR AB928

NCT03454451 I CD73 CPI-006

NCT03667716 I PVRIG/ PVRL2 COM701
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pasando por inhibidores de la angiogénesis y otras terapias dirigidas como los bloqueantes de 

distintas tirosin kinasas (EGFR, MEL, AL), así como la combinación de distintos tipos de ICIs con 

los bloqueantes de la vía PD-1/PD-L1. En la siguiente tabla I7 se resumen dichos ensayos de 

terapia combinada en el tratamiento de cáncer colorrectal metastásico. 

Tabla I7. Terapia anti-PD1/PDL1 en combinación en cáncer colorrectal. Adaptado de (283). 

 

Actualmente no existe ningún inhibidor de checkpoints aprobado para el cáncer colorrectal 

de tipo MSS, ya que no han demostrado eficacia suficiente, y hemos visto que muchos ensayos 

se centran en los pacientes con tumores de tipo MSI/dMMR. Sin embargo, a pesar de que los 

resultados iniciales no han sido tan buenos como los observados para el CCR de tipo MSI, sí 

que existen múltiples ensayos que están explorando este campo. Estos se centran en 

transformar el microambiente tumoral poco inmunogénico de los tumores MSS, poco 

infiltrado y con mayor porcentaje de células supresoras como Treg, MDSC o macrófagos (que 

puede verse representado en la figura I25 en comparación con el microambiente de los 

tumores MSI). 

Ensayo clínico Fase anti-PD1/PDL1 Terapia combinada (diana)

NCT02608385 I Pembrolizumab Radiotherapy

NCT02383212 I Cemiplimab Radiotherapy

NCT02501096 I/II Pembrolizumab Lenvatinib (VEGFR)

NCT02060188 II Nivolumab Ipilimumab (CTLA4)

NCT02870920 II Durvalumab Tremelimumab (CTLA4)

NCT03099109, NCT02791334 I LY3300054 LY3321367 (TIM-3)

NCT02608268 I/II Spartalizumab Sabatolimab (TIM-3)

NCT03667716 I Nivolumab COM701 (PVRIG)

NCT02179918 I Pembrolizumab PF-05082566 (4-1BB)

NCT03829501 I/II Atezolizumab KY1044 (ICOS)

NCT02740270 I Spartalizumab Spartalizumab

NCT02660034 I Tislelizumab Pamiparib (PARP)

NCT02484404 I/II Durvalumab Olaparib (PARP)

NCT01988896 I Atezolizumab Cobimetinib (MEK)

NCT02788279 III Atezolizumab Cobimetinib (MEK)

NCT02972034 I Pembrolizumab MK-8353 (ERK)

NCT04017650 I/II Nivolumab Encorafenib (RAF) and Cetuximab (EGFR)

NCT03502733 I Nivolumab Copanlisib (PI3K)

NCT02393248 I/II Pembrolizumab Pemigatinib (FGFR)

NCT04000529 I Spartalizumab TNO155 (SHP-2)
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Figura I25.Diferencias en la infiltración inmune del microambiente tumoral en los tumores de 

tipo MSS y MSI colorrectal. Adaptado de (295). 

Los resultados de estos ensayos clínicos completados con ICIs que incluyen pacientes con 

CCR de tipo MSS se recogen en la tabla I8. Aunque los beneficios clínicos observados son en su 

mayoría limitados, hay algunos resultados prometedores. La mayoría usan terapia combinada 

con otro tipo de tratamientos que intentan aumentar la inmunogenicidad del tumor (como 

radioterapia o terapias dirigidas), para transformar el ambiente inmuno-cold y hacerlo más 

fácilmente reconocible por el sistema inmune. Además de las combinaciones clásicas muy 

utilizadas en otros ensayos, como quimioterapia, radioterapia o inhibidores selectivos (MEK, 

EGFR, tirosin kinasas), también se explora el uso de anticuerpos biespecíficos o la terapia 

celular adpotiva. 

Tabla I8. Ensayos clínicos completados con checkpoints en cáncer colorrectal de tipo MSS. 

Adaptado de (295). (página siguiente). 
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Introducción A pesar de que el beneficio clínico mostrado en la mayoría de estos ensayos ha sido menor 

del esperado, continúan los esfuerzos por desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. En la 

tabla I9 se recogen los nuevos ensayos clínicos en marcha que exploran estas alternativas en 

mCCR MSS. 

Tabla I9. Nuevos ensayos clínicos en cáncer colorrectal metastásico MSS. Adaptado de (295). 

 

En vista de todos estos resultados, son necesarios estudios más extensos para confirmar 

algunos de los resultados prometedores, en cohortes más amplias y con un mayor período de 

seguimiento, así como seguir profundizando en los mecanismos de resistencia a esta terapia y 

en la búsqueda de biomarcadores más eficaces en la selección de pacientes. 

6. Vacunas de células dendríticas 

Como ya se ha mencionado en el apartado 4, la inmunoterapia persigue modular el sistema 

inmune para potenciar la respuesta citotóxica antitumoral y lograr la erradicación del tumor. 

Entre las opciones de inmunoterapia disponibles están las vacunas de células dendríticas. Ésta 

es un tipo de inmunoterapia activa, capaz de estimular directamente a los linfocitos T.  

Hay varias características de las células dendríticas que las convierten en una herramienta 

ideal para su uso terapéutico como inmunoterapia antitumoral. Son células ampliamente 
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distribuidas por el organismo, con capacidad migratoria, y que actúan de nexo entre la 

inmunidad innata y la adaptativa, siendo capaces de activar no sólo la respuesta inmune 

humoral o celular, si no también a células NKs (296).  Son las células presentadoras de 

antígenos más potentes, capturando antígenos exógenos para presentarlos no sólo a los 

linfocitos CD4 si no también a los CD8. Esta presentación cruzada, que presenta péptidos 

exógenos a los linfocitos CD8 a través del MHC-I, es un mecanismo muy importante en la 

respuesta inmune antitumoral, ya que genera respuestas más potentes y duraderas (20). 

Tal y como ya se ha comentado en apartados anteriores, algunos de los mecanismos de 

escape tumoral están relacionados con problemas en la presentación antigénica (falta de 

antígenos tumorales, falta de expresión de moléculas del MHC, problemas en la maquinaria de 

presentación de antígenos o falta de estímulos co-estimuladores (por falta de moléculas co-

estimuladoras o por exceso de moléculas co-inhibidoras) necesarios para una eficiente 

activación del linfocito T (20). Es por ello que, utilizar una terapia que favorezca una 

presentación antigénica más eficaz, es una alternativa atractiva para potenciar la inmunidad 

antitumoral. En la figura I26 vemos representado un esquema de la preparación y el 

mecanismo de acción de las vacunas basadas en DCs.  

 

  Figura I26. Esquema 

representativo de la 

preparación de una vacuna de 

células dendríticas (DCs) y 

efectos de su administración. 

Las DCs se aíslan, de sangre 

periférica, a partir de 

precursores o se derivan de 

monocitos. In vitro se produce su 

diferenciación, activación y carga 

de antígenos, para ser 

posteriormente administrados 

en el paciente en el cual 

inducirán la activación de 

linfocitos T específicos. 

Adaptado de (119). 
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Las vacunas de células dendríticas llevan usándose desde hace más de 25 años. A pesar de 

que han demostrado que son seguras, con resultados preclínicos muy prometedores y que son 

capaces de potenciar la respuesta inmune antitumoral, los beneficios clínicos demostrados 

han sido muy limitados, con unas tasas de respuesta objetiva inferiores al 15% (297). Sin 

embargo, gracias a la gran explosión de nuevos agentes de inmunoterapia de los últimos años, 

se están explorando distintas combinaciones de vacunas de DCs con otros agentes 

inmunoterápicos para superar estas limitaciones y controlar mejor el crecimiento tumoral 

(298). 

6.1. Elección de la fuente de antígenos tumorales 

Para empezar el diseño de una vacuna de DCs, lo primero es decidir el o los antígenos que 

vamos a utilizar para cargar las DCs, hacia los cuales queremos inducir una respuesta del 

linfocito T. Encontrar una fuente de antígenos tumorales apropiada es crucial para conseguir 

una potente respuesta antitumoral.  

Ya hemos visto en el apartado 2 que existen varios tipos de antígenos tumorales diferentes. 

Los antígenos específicos de tumor (TSA) se expresan exclusivamente en las células 

cancerosas, con lo que no están sometidos a mecanismos de tolerancia central, lo cual los 

convierte en una fuente de antígenos ideales, porque además no hay riesgo de toxicidad en 

otros tejidos sanos en los cuales estos antígenos no se van a expresar (20). En tumores 

asociados a virus (cáncer de cérvix, hepatocarcinoma, sarcoma de Kaposi), los antígenos virales 

oncogénicos pueden usarse en el diseño de vacunas, como es el caso del virus del papiloma, 

de hepatitis B o de herpervirus 8. Lamentablemente, este tipo de tumores originados por virus 

representan sólo una minoría (299,300). Otros TSA serían los neoantígenos tumorales, que 

aparecen tras mutaciones somáticas. El problema de este tipo de antígenos es que sólo una 

pequeña parte de ellos son presentadas en moléculas del MHC y la mayoría no son muy 

inmunogénicas (301). Además, estos neoantígenos son propias de cada individuo por lo que 

requieren hacer vacunas totalmente personalizadas. 

Aunque lo ideal es utilizar antígenos específicos de tumor (TSA), esto no es posible en 

muchos tumores, ya que aún no se han identificado dichos antígenos. Como alternativa, están 

los antígenos asociados a tumor (TAA). Este tipo de antígenos también se expresan en células 

sanas, pero su expresión aumenta considerablemente en las células tumorales. Puesto que 

estos antígenos no están restringidos a las células tumorales, con el empleo de ellos en 

vacunas existe el riesgo de generar toxicidad y respuestas autoinmunes en tejidos sanos. Como 
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alternativa, se pueden utilizar antígenos cuya expresión en tejidos sanos es muy limitada, 

como los antígenos de línea germinal y trofoblastos (MAGE-A1, BAGE, NY-ESO-1), o los 

antígenos oncofetales (TPBG) (302,303). A pesar de que la expresión de estos antígenos es más 

restringida, el riesgo de toxicidad sigue siendo elevado. Otra de las principales limitaciones es 

que puesto que son antígenos que se expresan en células sanas, están sometidos a 

mecanismos de tolerancia central y periférica, con lo que no son capaces de inducir respuestas 

potentes (304). 

Viendo las limitaciones de los TAA, y la falta de TSA identificados en muchos tumores, otra 

opción es emplear mezclas de distintos péptidos completos o lisados tumorales. En este caso, 

el lisado o mezcla de proteínas debe ser procesada por la DC para poder presentarlo al 

linfocito T (305). Los lisados tumorales son una fuente de antígenos muy utilizada cuando no 

se disponen de TSA, aunque en este caso requiere que la vacuna sea personalizada y obtener 

material tumoral suficiente del paciente para poder generarlo (306). Hay que tener en cuenta 

que en el caso de utilizar péptidos concretos, la presentación de los mismos va a estar por el 

HLA (307,308), con lo que no servirá para todos los pacientes y además existe el riesgo de 

inmuno-escape debido a la presión ejercida sobre unos antígenos concretos del tumor y su 

consiguiente modificación; por el contrario, las vacunas con lisados tumorales pueden 

aplicarse de manera universal independientemente del HLA y al ofrecer un repertorio 

antigénico más extenso, el riesgo de inmuno-escape es menor (309). Como alternativa, 

podrían usarse también líneas de células tumorales alogénicas, aunque estas tampoco están 

disponibles en muchos casos. Administrar mRNA tumoral electroporando DCs también es una 

alternativa en la generación de este tipo de vacunas (310,311). Otra opción que se está 

explorando en los últimos años es la utilización de vectores virales que contienen los antígenos 

tumorales en cuestión, en los cuales el vector también puede favorecer el proceso de 

maduración de las DCs (305).  

6.2. Preparación y administración de células dendríticas 

Una vez elegida la fuente de antígenos tumorales, es necesario escoger la fuente de las 

células dendríticas. Es posible aislar DCs a partir de sangre periférica. Aunque las células 

dendríticas como tal (ya sean cDC1, cDC2 o pDC) son las que tienen una mejor capacidad 

funcional y de presentación antigénica, se encuentran en muy baja proporción en sangre 

periférica, por lo que es muy difícil utilizar esta fuente celular para producir vacunas y su uso 

es muy limitado (309). Es por ello que las células que más se utilizan para elaborar vacunas 

terapéuticas son las DCs derivadas de monocitos CD14+ (moDCs), ya que son las células 
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Introducción dendríticas más abundantes en la sangre. También pueden derivarse DCs a partir de 

precursores CD34+, pero su número también es escaso (305). En el caso de moDCs, una vez 

obtenida la fuente de DCs (normalmente a partir de una leucoaféresis), se aíslan las células de 

interés (monocitos), mediante técnicas de separación o adherencia. Estos monocitos aislados 

se transforman en DCs inmaduras tras la adición de IL-4, GM-CSF o IFN-a. En la primera 

generación de vacunas de DCs se administraban estas células inmaduras cargadas con 

antígenos tumorales, con unos resultados clínicos de menos del 5% de respuestas (312). 

Posteriormente, en las siguientes generaciones de vacunas se añade un cóctel madurativo de 

estímulos junto con la fuente de antígenos tumorales de interés, para que las DCs pasen a un 

estado maduro. Los estímulos más utilizados para el proceso de maduración de las DCs son 

LPS, TNF-α, IFN-α, IFN-γ, agonistas de TLR, PGE2, IL-1β, IL-6, o poly (I:C), entre otros (306). Este 

proceso de maduración y activación de la célula dendrítica es crucial para el adecuado 

funcionamiento de la vacuna, ya que de ello dependerá la capacidad de las células 

administradas para migrar e inducir la respuesta inmune adecuada en el linfocito T (119). En 

diversos estudios se ha visto que el LPS es capaz de inducir la expresión de quimiocinas 

importantes para hacer llegar a las DCs a los ganglios o las zonas de inflamación, como CCL5, 

CCL4 o CCL23 (306). También se ha visto cómo el TNF-α induce la expresión de otros genes de 

la familia del TNF como CCL17, IL-10R o IL-13R. Todo este proceso de preparación y 

administración puede verse resumido en la figura I27. 
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(PBMCs)

Administración de  
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IL-4
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Figura I27. Esquema representativo de la preparación y administración de una vacuna de células 

dendríticas (DCs) autóloga. Se realiza una leucoaféresis al paciente para aislar monocitos y una 

biopsia tumoral para obtener un lisado con antígenos tumorales. Los monocitos, aislados mediante 

adherencia o selección de CD14, se diferencian a DCs con IL-4 y GM-CSF. Posteriormente se añade 

un cocktail con estímulos madurativos y el lisado tumoral, obteniéndose DCs maduras 

inmunogénicas que se administran al paciente. 

Cuando la vacuna ya está preparada, es importante escoger la ruta adecuada de 

administración, así como la dosis y la pauta a administrar. No hay un protocolo estándar frente 

a este respecto y a penas hay ensayos que comparen estos parámetros. No obstante, la 

migración de las DCs hacia los ganglios linfáticos que drenan el tumor, un factor fundamental 

para la eficacia de estas vacunas, depende no sólo de la correcta maduración de las DCs si no 

también del lugar de administración de las mismas. En cuanto a la vía de administración, se 

han probado numerosas opciones:  subcutánea, intratumoral, intravenosa, intradérmica, 

intraganglionar o por vía linfática (313), siendo las más habituales la intradérmica y la 

subcutánea, que parecen favorecer mejor la llegada de las DCs a los ganglios linfáticos (314). 

En este tipo de terapia la vía endovenosa no parecería la más favorable, ya que las células irían 

a pulmones e hígado y llegarían con más dificultad a los ganglios, sin embargo, algunos 

ensayos han mostrado que puede ser una vía eficaz (315). En cuanto a la dosis, algunos 

sugieren que un mayor número de células incrementa la eficacia de la vacuna (313), mientras 

otros sugieren lo contrario (316). Puesto que no está definida una dosis mínima para resultar 

efectiva y además hasta ahora no se han reportado problemas de toxicidad con este tipo de 

vacunas, por lo general la dosis depende de las limitaciones técnicas de la producción y del 

número de dosis que se hayan pautado. Esta pauta suele ser de 1-10 millones de DCs por 

inoculación, administradas cada 2-4 semanas durante un período de 3-6 meses y 

posteriormente dosis de recuerdo más espaciadas (317,318). Todas estas discrepancias en 

cuanto a la mejor vía de administración y dosis podrían atribuirse a una falta de 

estandarización en los protocolos que resultan en unos métodos de producción y de fuentes 

de antígenos tumorales muy dispares. Adicionalmente, las condiciones óptimas de las vacunas 

pueden varias según el tipo de tumor a tratar. 

Más recientemente se han probado dispositivos sintéticos de liberación controlada de DCs. 

Estos dispositivos, compuestos por matrices 3D biocompatibles, se cargan con las DCs ya 

estimuladas con los antígenos tumorales y se implantan en el paciente, generando una 

liberación local de las DCs. Los resultados preliminares han mostrado la eficacia de estos 

métodos para lograr la estimulación de los linfocitos T (319,320).  
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Introducción 6.3. Terapia combinada con células dendríticas 

Ya hemos visto que el microambiente tumoral dispone de una serie de factores que pueden 

inhibir la función de las células dendríticas, tanto su diferenciación, su migración, su capacidad 

de presentación antigénica como su activación. Todo esto se traduce en una mala función de 

las DCs y en el consecuente escape tumoral (119). En consecuencia, es necesario buscar otras 

herramientas que nos permitan mejorar la funcionalidad de las DCs. Las vacunas de DCs han 

demostrado su capacidad para generar una respuesta inmune-antitumoral, pero insuficiente 

para erradicar los tumores de manera completa y duradera. Utilizar terapia combinada es una 

buena alternativa para mejorar la efectividad de las vacunas de DCs y superar los bloqueos que 

frenan su eficacia clínica. 

Son muchos las combinaciones que se están explorando para potenciar la acción de las 

vacunas de DCs. A continuación, detallaremos aquellas más utilizadas. 

Los tratamientos convencionales, como la quimioterapia, favorecen la liberación de 

antígenos tumorales y la muerte celular inmunogénica, que potencia la acción de las DCs. 

Además, estas terapias también favorecen la actividad antitumoral al favorecer la depleción de 

MDSCs, Treg y disminuir la carga tumoral. Agentes como la ciclofosfamida, la gemcitabina o la 

temozolamida, administrados antes o durante el tratamiento con vacunas de DCs, han 

demostrado mejorar la eficacia al tratamiento, en comparación con la monoterapia de DCs 

(321–323). 

Con la radioterapia, otra terapia convencional, también se han observado efectos 

sinérgicos en combinación con las vacunas de DCs. Al igual que la quimioterapia, favorece la 

muerte celular inmunogénica, que libera antígenos tumorales y señales de peligro para 

estimular a las DCs. Además, se ha descrito la capacidad de la radioterapia de generar un 

efecto abscopal, ejerciendo efectos antitumorales sobre lesiones cancerosas no irradiadas 

(160,306). La mayor eficacia de esta terapia combinada, con respecto a la vacunación, se ha 

descrito en diversos modelos (324–326). 

Muchos tumores se caracterizan por una baja infiltración de linfocitos T debido a la elevada 

presencia de agentes y moléculas inmunosupresoras. Utilizando anticuerpos dirigidos contra 

esas moléculas o células inmunosupresoras, también podremos favorecer la actividad de las 

DCs al facilitar el acceso del linfocito T hacia el tumor. La presencia de IDO favorece el 

desarrollo de Treg y anticuerpos contra esa enzima incrementan la actividad antitumoral 

(327,328). Las moléculas proangiogénicas, como VEGF, inhiben la expresión de moléculas de 

adhesión como ICAM-1 o VCAM-1, necesarias para la migración del linfocito T hacia el tumor, 



Inmunoterapia del cáncer colorrectal con anti-PD-L1 y células dendríticas 

 

    74 

por lo que los inhibidores de VEGF, ya usados como tratamiento estándar en muchos tumores, 

también tienen la capacidad de potenciar la eficacia de las DCs (20). El empleo de otros 

anticuerpos bloqueantes, como  anti-IL-10  o dasatinib (anti-tirosin kinasas) también han 

mostrado eficacia en su administración conjunta con DCs en algunos modelos murinos 

(329,330). 

Una de las combinaciones con mayor potencial para incrementar la efectividad de las DCs 

son los inhibidores de checkpoints. Las DCs maduras expresan PD-L1, por lo que los ICIs 

pueden desbloquear la inhibición de las propias DCs además de la que padecen los linfocitos T 

estimulados por las DCs. En estudios preclínicos se ha observado este efecto sinérgico al añadir 

un bloqueante de la vía PD1/PD-L1 a las DCs, que se traducía en un incremento de la secreción 

de IFN-g, un descenso en la IL-10 y un bloqueo más efectivo de las células Treg (331,332). Los 

buenos resultados preclínicos han alentado al desarrollo de ensayos clínicos que exploren esta 

vía, aunque por el momento se han dado a conocer pocos resultados. Además de los 

bloqueantes de la vía PD1/PD-L1, también se ha probado la combinación de DCs con 

bloqueantes de CTLA-4. En 2 ensayos clínicos de pacientes con melanoma en los cuales 

combinaban una vacuna de DCs con ipilimumab y tremelimumab se observó un incremente en 

la respuesta anti-tumoral específica de los linfocitos T, aunque no se asoció con una mejoría 

clínica (333,334). Por el contrario, en otro ensayo combinado con ipilimumab se consiguió una 

respuesta global del 38% en pacientes con melanoma (335). 

 En la tabla I10 se resumen los ensayos clínicos activos que exploran esta combinación. En 

dicha tabla puede verse que los tumores aplicables son muy variados y que el tipo de vacuna 

de DCs empleada difiere en todos ellos, lo cual dificulta comparar los diferentes ensayos y 

pone de manifiesto la falta de estandarización que existe en los diferentes ensayos. 

Tabla I10. Ensayos clínicos activos que combinan terapia con vacunas de células dendríticas (DCs) 

y checkpoints inhibitors. 

 

Clinicaltrial.gov ID Tipo de tumor Vacuna de DCs Checkpoint inhibitor
NCT03406715 Pulmón OC con p53 ipilimumab + nivolumab

NCT03879512 Glioblastoma DCs con lisado tumoral ipilimumab + nivolumab

NCT04912765 Hepatocelular y colorrectal DCs con neoantígenos individualizados nivolumab

NCT04571632 Tumores sólidos DCs mieloides CDlc+/CD141+
avelumab + ipilimumab + 

pembrolizumab

NCT03743298 Melanoma DCs con antígenos de células tumorales autólogas pembrolizumab o nivolumab

NCT04093323 Melanoma Alpha-type-1 Polarized  DCs (aDCl)

Celecoxib + lnterferon Alfa-2b 

+ Rintatolimod + anti-PD-

1/PD-Ll

NCT04203901 Renal DCs con RNA tumoral autólogo Nivolumab+lpilimumab
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Introducción 6.4. Vacunas de células dendríticas en el tratamiento del cáncer colorrectal 

Como hemos visto, las vacunas de células dendríticas llevan utilizándose desde hace 

décadas para el tratamiento de diversos tumores. En el caso del cáncer colorrectal, esta 

estrategia terapéutica también se ha explorado en diversos ensayos. En dichos ensayos, al 

igual que ya hemos comentado en los apartados anteriores, puede observarse una gran 

variabilidad en cuanto a la fuente de antígenos utilizada, el cocktail madurativo, la vía de 

administración o la dosis. Esta falta de estandarización hace difícil estudiar los ensayos en su 

conjunto para poder compararlos.  

Se han identificado numerosos TAA expresados en CCR con el potencial de ser utilizados en 

vacunas terapéuticas: CEA, WT1, MUC1, GUCY2C,RNF43, TOMM34, 5T4, SART3 o hTERT, entre 

otros (336), siendo CEA y MUC1 los más frecuentemente utilizados. Las vacunas de DCs 

cargadas con CEA han demostrado ser capaces de inducir respuestas T específicas con un 

beneficio clínico asociado (337). 

En la tabla I11 se recogen los principales estudios con DCs en cáncer colorrectal. En líneas 

generales, la mayoría son estudios que utilizan DCs cargadas con lisados tumorales y han 

demostrado que estas vacunas son seguras, capaces de generar una respuesta inmune 

específica contra los tumores colorrectales, pero con unas tasas de respuesta clínicas muy 

limitadas, de alrededor de un 15% (338,339). Esta dificultad en la mejora de la supervivencia 

libre de progresión o en la supervivencia global podría solventarse utilizando terapias 

combinadas y en estadios menos desarrollados de la enfermedad. Además, la gran mayoría 

son ensayos de fase I/II en los que no se comparan distintas opciones de tratamiento o 

diversos protocolos de producción de las DCs, lo que pone de manifiesto la necesidad de 

realizar estudios comparativos que puedan demostrar la eficacia de estas vacunas en el cáncer 

colorrectal. 

Tabla I11. Resumen de ensayos clínicos completados con células dendríticas (DCs) en el 

tratamiento del cáncer colorrectal. 

 

Fase Antígeno tumoral n Intervenciones Resultados Referencia
I Lisado tumoral completo 24 Vacuna DCs +/- vacuna BCG Respuesta T específica 67% Hoover,et  al.  1984 
I Lisado tumoral completo 18 DCs autólogas Respuesta global 22% Kuwabara, et a l. 2007
II Lisado tumoral completo 20 DCs autólogas Enfermedad estable 24% Burgdorf, et al. 2008
I Lisado tumoral completo 41 DCs autólogas Respuesta global 43% Kamigaki, et al. 2013

II Lisado tumoral completo 38 DCs autólogas (APECEDEN) Respuesta global 28,9%, 
supervivencia global 397 días

Bapsy, et al. 2014

II Lisado tumoral completo 28 DCs autólogas vs tratamiento Respuesta T específica 87,5% 
Respuestas clínicas globales 0%

Caballero-Baños, et a l.2016

I/II Lisado tumoral completo 44 DCs autólogas Respuesta global 19% Herbert, et al. 2018

I Lisado tumoral completo 15 DCs autólogas, pol i-ICLC, IFNa, 
ciclofosfamida, radioterapia (SABR)

Respuesta global 50% Rodriguez-Ruiz, et al. 2018 rad
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A pesar de estos resultados, que muestran una limitada eficacia de estas vacunas para 

controlar la enfermedad, siguen explorándose nuevas vías de tratamiento con ensayos que 

permitan mejorar los resultados clínicos en estos pacientes. En la tabla I12 podemos ver 

algunos ejemplos de estos nuevos ensayos, muchas en combinación con otras terapias y la 

mayoría utilizan vacunas más personalizadas con neoantígenos tumorales. 

 

Tabla I12. Resumen de ensayos clínicos activos con células dendríticas (DCs) en el tratamiento del 

cáncer colorrectal. 

 

6.5. Limitaciones de la terapia con células dendríticas 

Hasta la fecha, la única vacuna de DCs que ha sido aprobada por la FDA (en 2010) es 

Sipuleucel-T, para el tratamiento del cáncer de próstata avanzado (18). Esta vacuna logró 

demostrar un beneficio en la supervivencia global de 4,1 meses, en comparación con placebo, 

aunque actualmente su eficacia es discutida.  

A pesar de la gran experiencia que hay con este tipo de terapia, que se lleva usando 

durante décadas, hemos visto que no se han conseguido alcanzar las respuestas clínicas 

esperadas, y que dichas respuestas no se correlacionan con las respuestas celulares específicas 

de los linfocitos T que sí se han demostrado. También hemos visto una falta de estandarización 

en cuanto a los protocolos de producción y administración de estas vacunas, lo cual hace 

pensar que es una terapia que aún debemos optimizar. 

Las vacunas muchas veces se administran en estadios avanzados de cáncer, cuando la 

efectividad de la terapia es más difícil ya que el ambiente tumoral está más inmunosuprimido. 

Se ha observado que las respuestas clínicas son mejores cuando las vacunas se administran en 

estadios iniciales o como terapia adyuvante (340,341), lo cual apoya la idea de utilizar este tipo 

de terapias en los primeros estadios de la enfermedad y no esperar a enfermedades 

avanzadas. 

Clinicaltrial.gov ID Fase Intervención n Vía de administración
NCT01885702 I/II DCs cargadas con neoantígenos 25  ND

NCT05518032 II
DCs cargadas con lisado tumora l 
autólogo + pembrolizumab

20 lntratumoral

NCT03730948 I
DCs cargadas con péptidos mutados + 
ciclofosfamida

12 ND

NCT02919644 II
DCs cargadas con lisado tumora l 
autólogo + IL-2

19 lntradérmica

NCT04912765 II
DCs cargadas con neoantígenos + 
nivolumab

60 lntradérmica

NCT04147078 I DCs cargadas con neoantígenos 80 Subcutánea
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Introducción Es necesario seguir investigando y diseñando estudios que nos permitan comparar cuáles 

son los mejores parámetros que debemos emplear para optimizar estas vacunas y 

estandarizarlos: subtipo de células dendríticas, cóctel madurativo, vía de administración, dosis 

o fuente de antígenos tumorales.  

También hemos de hacer hincapié en la terapia combinada, que parece mejorar la eficacia 

de estas vacunas, y seguir estudiando cuál es la combinación óptima. 

Está claro que las DCs están equipadas para estimular de manera potente a los linfocitos T 

antitumorales, pero sólo pueden ejercer esta función si están correctamente activadas, 

maduras y son capaces de migrar al lugar adecuado. Además, necesitan que otros factores 

favorezcan su actividad para que el linfocito T destruya la célula cancerosa. Un tratamiento 

antitumoral eficaz requiere tanto activar la inmunidad antitumoral como inhibir el ambiente 

inmunosupresor, y ese efecto sinérgico puede lograrse con células dendríticas y una 

combinación adecuada. 

7. Cáncer colorrectal 

El cáncer colorrectal es uno de los tumores más frecuentes a nivel mundial, siendo el tercer 

cáncer en cuanto a nuevos casos diagnosticados (1,8 millones al año) y la segunda causa de 

muerte relacionada con el cáncer (casi 900.000 personas cada año) (342). En España, es el 

cáncer más frecuentemente diagnosticado y el segundo con mayor mortalidad tras el cáncer 

de pulmón. Los datos epidemiológicos del cáncer colorrectal se muestran en la figura I28.  
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Figura I28. Datos epidemiológicos del cáncer colorrectal. Los datos de incidencia y de mortalidad 

se muestran a nivel mundial y en España. Datos obtenidos de Globocan 2020. 

A pesar de los avances en cuanto a detección precoz de los últimos años, en casos de 

enfermedad avanzada la mortalidad es elevada. La supervivencia libre de progresión a los 12 

meses es menor al 40% en los pacientes diagnosticados de CCR metastásico (mCCR), mientras 

que la supervivencia global a los 5 años en estos pacientes es sólo del 5% (343). El riesgo de 

aparición de la enfermedad aumenta con la edad, siendo más del 90% de los pacientes 

diagnosticados con más de 50 años de edad (edad media al diagnóstico de 64 años), aunque la 

incidencia en población joven de menos de 50 años ha ido en aumento los últimos años (342). 

Hay diversos factores que pueden aumentar el riesgo de padecer este tipo de cáncer, tanto 

hereditarios como ambientales (344). Entre los principales factores hereditarios destacan 

ciertas enfermedades como la diabetes tipo II, la enfermedad inflamatoria intestinal o tener 

historia familiar con CCR (aproximadamente un 10-20% de pacientes con CCR tienen historial 

familiar de esta enfermedad) (345). Por otro lado, ciertos factores externos que dependen del 

estilo de vida, como la obesidad, el tabaco, el alcohol, la baja actividad física, la dieta alta en 

carne roja y baja en fibra o fruta, también incrementan el riesgo de padecer esta enfermedad 

(346–349) (figura I29). 
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Figura I29. Factores hereditarios y modificables en el desarrollo del cáncer colorrectal. NSAIDs, 

non-steroidal anti-inflammatory drugs. Adaptado de (345). 

Tradicionalmente, se distinguen 2 grupos principales de CCR (350) (figura I30):  

• dMMR (deficient mismatch-repair mechanisms), MSI (microsatellite-instable) o 

MSI-high. Este grupo se caracteriza por tener una alta carga de mutaciones, pero 

solamente representa el 15% de todos los CCR y el 4% de los CCR más avanzados. 

• pMMR (proficient mismatch-repair mechanisms), MSS (microsatellite-stable) o MSI-

low. Este grupo se caracteriza por presentar una baja-moderada carga de 

mutaciones, y representan la mayoría de los CCR y la que peor responde a la 

terapia. 
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Figura I30. Carga mutacional, ratio de hipermutaciones y su relación con el subtipo de cáncer 

colorrectal. Los tumores de tipo MSI-H tienen una carga mutacional y una ratio de hipermutaciones 

más elevados que los tumores de tipo MSS y MSI-L. 

En 2015, se publicó una clasificación el cáncer colorrectal en 4 subtipos moleculares en 

función de su expresión genética (consensus molecular subtypes, CMS) (351). Estos 4 

subgrupos se caracterizan por los siguientes aspectos: CMS1 (MSI inmune), hipermutado, MSI 

y gran activación inmune; CMS2 (canónico), epitelial, activación de las vías de WNT y MYC; 

CMS3 (metabólico), epitelial y con disregulación metabólica; CMS4 (mesenquimal), activación 

de TGF-b, invasión estromal y angiogénesis. Esto se traduce en que los tumores de subtipo 

CMS4 son los menos inmunogénicos y los de subtipo CMS1 los que más, lo que concuerda con 

los datos de peor supervivencia global y supervivencia libre de progresión observados en el 

subtipo CMS4, comparado con los otros subtipos tumorales (figura I31). Esta clasificación se 

utiliza en algunos ensayos clínicos para predecir la respuesta de estos tumores a la 

inmunoterapia. 
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Figura I31. Clasificación del cáncer colorrectal en subtipos moleculares. Valor pronóstico de esta 

clasificación con el análisis de curvas de supervivencia global (OS) y supervivencia libre de 

progresión (PFS) de Kaplan-Meier (n= 2129) en los 4 grupos: CMS1 (amarillo), CMS2 (azul), CMS3 

(rosa) y CMS4 (verde). CIMP, CpG island methylator phenotype; MSI, microsatellite instability; 

SCNA, somatic copy number alterations. Adaptado de (351). 

La mayoría de los tumores colorrectales se originan cuando las células epiteliales de las 

criptas acumulan una serie de transformaciones (por mutaciones espontáneas, agentes 

mutagénicos externos o cambios epigenéticos) que les confieren un fenotipo 

hiperproliferativo, normalmente por mutaciones en APC, KRAS o BRAF, entre otros (fase 

conocida como iniciación). Estas células forman un adenoma benigno, que a lo largo del 

tiempo (hasta 20 años) pueden seguir creciendo y progresar hasta transformarse en un 

carcinoma (fase de promoción). Con la aparición de nuevas mutaciones y cambios en el 

Inmunogenicidad

TILS Fibrosis

OS PFS
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microambiente tumoral, pueden originar metástasis, principalmente a hígado y pulmones 

(fase de progresión) (352,353) (figura I32). 

 

Figura I32. Patogénesis del cáncer colorrectal. Mecanismos de iniciación y promoción tumoral. 

CAF, cancer- associated fibroblast; DC, dendritic cell; ECM, extracellular matrix; LOH, loss of 

heterozygosity; NK, natural killer; TAM, tumour- associated macrophage; TAN, tumour- associated 

neutrophil. Adaptado de (353). 

Las vías moleculares por las cuales se originan estas mutaciones se dividen en 3 grupos: 

convencional, serrada y MSI. La mayoría de los casos de CCR (70-80%) se originan por la vía 

convencional, también llamada CIN (inestabilidad cromosómica, chromosomal inestability), 

que se asocia a niveles elevados de CIN, MSS y bajos/nulos niveles de CIMP (CpG island 

methilation pathway). La segunda vía más común (20-30% de los casos de CCR) es la serrada, 

que puede a su vez subdividirse en tumores MSS CIMP
low

 (generalmente con mutacioens en 

KRAS), tumores MSS CIMP
high

 con mutaciones de BRAF y tumores MSI CIMP
high

 con mutaciones 

en BRAF. La tercera vía, y la menos frecuente, es la vía MSI, originada por la alteración en los 

genes de reparación del DNA, que se asocia a CIMP negativo y MSI. Las distintas mutaciones 

implicadas en cada una de las vías y su relación con la clasificación CMS están resumidas en la 

figura I33. 
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Figura I33. Vías moleculares de la patogénsis del cáncer colorrectal. CIMP, CpG island methylation 

pathway; CIN, conventional chromosomal instability; MSI, microsatellite instability; MSS, 

microsatellite stability. Adaptado de (353). 

En cuanto al tratamiento del CCR (figura I34), en el caso de enfermedad localizada la 

primera opción es la cirugía, con o sin terapia adyuvante con quimio o radioterapia. Sin 

embargo, un gran número de pacientes se diagnostica en estadios avanzados de la 

enfermedad, con lo que la cirugía como único tratamiento curativo no es suficiente. En 

primera línea de tratamiento encontramos distintos fármacos quimioterápicos, la mayoría 

usados en combnación: FOLFOX (fluoropirimidina, 5-FU + oxaliplatino), FOXFIRI (5-FU + 

irinotecan), CAPOX (capecitabina + oxaliplatino) y CAPIRI (capecitabina + oxaliplatino) son los 

regímenes más utilizados (352). Sin embargo, la eficacia limitada de esta terapia tradicional, 

junto con su elevada toxicidad, hacen que se estén desarrollando nuevas alternativas. La 

aparición de las terapias dirigidas ha supuesto un gran avance el tratamiento del CCR. El gran 

éxito de cetuximab (anti-EGFR) y bevacizumab (anti-VEGF) supuso que, tras su aprobación en 

2004, aumentasen exponencialmente los estudios hacia nuevas terapias dirigidas (354). 

Aunque los fármacos más utilizados van dirigidos contra EGFR y VEGF, otras terapias incluyen 

bloqueantes de HGF (hepatocyte growth factor), c-MET (mesenchymal-epithelial transition 

factor, IGF/IGF-1R (insulin-like growth factor/insulin-like growth factor 1 receptor), TGF 

(transforming growth factor), Wnt/b-catenina, o Notch, entre otros (352). Otros fármacos 
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como panitumumab, ziv-aflibercept, regorafenit o ramucirumab han sido aprobados desde 

entonces. Los inhibidores de MEK o BRAF también están siendo utilizado, generalmente en 

combinación en pacientes refractarios a otros tratamientos.  Como ya se ha comentado en el 

apartado anterior, los ICIs también se utilizan en este tipo de cáncer, aunque sólo han 

mostrado eficacia en los tumores de tipo dMMR/MSI, en los cuales están aprobados 

pembrolizumab, nivolumab e ipilimumab. La terapia celular adoptiva o el empleo de vacunas 

son terapias que también se han explorado en estos tumores, con resultados variables.  

 

Figura I34. Esquema de tratamiento en pacientes con cáncer colorrectal mestastático (mCCR). 

Existen distintos fármacos disponibles para el tratamiento del mCCR (A), usados frecuentemente 

en combinación. Por lo general, los pacientes pasan por distintos regímenes de tratamiento de 

manera secuencial (B). Esquema de las opciones de inmunoterapia (C). Adaptado de (345,355). 

A pesar de los grandes esfuerzos que se han realizado en los últimos años por mejorar la 

detección precoz del CCR, así como por mejor el tratamiento ampliar las vías de estudio con 

distintas terapias dirigidas hacia dianas y mecanismos diversos, la incidencia de esta 

enfermedad sigue aumentando, la supervivencia global a los 5 años continúa siendo inferior al 

10%, y la mayoría de los pacientes presentará una progresión de la enfermedad.  
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Hipótesis 

Las vacunas de células dendríticas (DCs, dendritic cells), a pesar de haber demostrado su 

seguridad y capacidad para estimular linfocitos T específicos de tumor, han evidenciado una 

eficacia clínica reducida. Los fármacos inhibidores de punto de control (ICI, immune checkpoint 

inhibitors) han revolucionado el tratamiento del cáncer al lograr respuestas clínicas en estadíos 

muy avanzados, aunque todavía existen grupos de tumores en los cuales esta terapia resulta 

ineficaz. Debido a estas limitaciones, se hace necesario encontrar biomarcadores para predecir 

la respuesta a estos tratamientos, así como encontrar alternativas terapéuticas que permitan 

evitar los mecanismos de evasión tumoral.  

La hipótesis de trabajo que se propone en esta tesis es la siguiente: la combinación de 

vacunas terapéuticas de células dendríticas (DCs, dendritic cells) con inhibidores de punto de 

control (ICI, immune checkpoint inhibitors) potenciará la respuesta inmunitaria antitumoral de 

los linfocitos T (LT) de pacientes con cáncer colorrectal metastásico (CCRm), cuya activación 

sinérgica tendrá impacto en sus respuestas clínicas, y postulamos que será posible identificar 

biomarcadores de respuesta a dicho tratamiento que podrá aplicarse para reconocer al grupo 

de pacientes respondedores a esta terapia combinada. 
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Objetivos 

El objetivo principal de esta tesis es la identificación de biomarcadores que puedan ser 

útiles a la hora de predecir la eficacia de la inmunoterapia combinada de DCs con ICI en 

pacientes con CCRm mediante la monitorización de la respuesta inmunitaria, de cara a la 

posterior selección del grupo de pacientes óptimo que puedan beneficiarse de este tipo de 

terapia en la práctica clínica. 

Los objetivos específicos planteados en base a esta aproximación son: 

1. Evaluación in vitro del efecto sinérgico de la combinación de células dendríticas con 

inhibidores de la vía PD-1/PD-L1. 

2. Caracterización del microambiente tumoral en pacientes con cáncer colorrectal: 

2.1. Obtención de linfocitos infiltrantes de tumor TILs, Tumor Infiltranting Lymphocytes) a 

partir de biopsias del tumorales. 

2.2. Caracterización del fenotipo y del perfil de producción de citocinas de los TILs. 

2.3. Obtención de células dendríticas a partir de sangre periférica. 

2.4. Generación y caracterización de líneas tumorales y lisados a partir de las mismas 

biopsias tumorales. 

3. Monitorización y evaluación de la respuesta inmune antitumoral en los pacientes tratados 

con la terapia combinada incluidos en el ensayo clínico, comparando la situación pre- y 

post-tratamiento: 

3.1. Obtención y caracterización de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs, Tumor 

Infiltranting Lymphocytes) a partir de biopsias del tumor. 

3.2. Generación de líneas tumorales y lisados a partir de las mismas biopsias del tumor. 

3.3. Obtención y caracterización de células dendríticas a partir de sangre periférica. 

3.4. Monitorización de la respuesta inmunitaria de linfocitos T en células de sangre 

periférica (PBMCs, Peripheral Blood Mononuclear Cells) comparando pre- y post-

tratamiento (mediante su fenotipo y la producción de citocinas) 

3.5. Determinación de la potencia de la combinación de DCs y anticuerpos anti PD-L1 para 

activar in vitro a los TILs y linfocitos T procedentes de PBMCs. 

3.6. Análisis y evaluación de las diferencias en las firmas de expresión génica de los 

pacientes con CCR metastásico tratado y no tratado y de cómo éstas pueden influir en 

la eficacia del tratamiento. 

3.7. Evaluación del papel del HLA. 
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1. Estudios in vitro (pre-clínica): 

1.1. Cultivos celulares: 

Los ensayos con PBMCs, DCs, TILs y líneas tumorales se realizaron mediante cultivos 

celulares que se mantuvieron en incubadores estándar (Thermo Scientific) a una temperatura 

constante de 37
o
C y una presión parcial de CO2 de 5%, con un 95% de humedad, en placas o 

frascos de cultivo con tapón ventilado (Nunc, Dinamarca) de diferentes capacidades en función 

de las necesidades del experimento. 

1.1.1. Obtención de células dendríticas a partir de sangre periférica 

Obtención de PBMCs a partir de sangre periférica (figura M1) 

Partiendo de un volumen de sangre de » 40 ml, el procedimiento realizado para obtener 

PBMCs por gradiente de densidad fue el siguiente: 

a. La sangre periférica se mezcló con una cantidad equivalente de PBS estéril. 

b. Se distribuyeron 15 ml de Ficoll-paque (Sigma) en 2 tubos de 50 ml. 

c. Se depositó suavemente la mezcla de sangre diluida con PBS encima del ficoll. 

d. Se centrifugaron los tubos a 2000 rpm durante 20 minutos, a 20
o
C, sin aceleración ni 

frenada. 

e. Tras la centrifugación, se recogió el anillo blanquecino de células que quedaba en la 

interfase entre el ficoll y el plasma, con una pipeta Pasteur estéril, y se transfirió a un 

nuevo tubo de 50 ml (figura M1). 

f. Se añadió PBS estéril hasta los 50 ml y se centrifugó a 1800 rpm durante 10 minutos, a 

20
o
C. 

g. Se descartó el sobrenadante y el pellet celular resultante se resuspendió con PBS 

estéril y se centrifugó a 1000 rpm durante 10 minutos, a 20
o
C, para eliminar las 

plaquetas. 

h. Se descartó el sobrenadante y el pellet celular resultante se resuspendió con PBS 

estéril y se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos, a 20
o
C. 

i. Una vez realizados los 3 lavados con PBS, se realizó a un recuento celular con azul de 

tripán para determinar el número de células obtenidas y su viabilidad. En el caso de 

observarse muchas plaquetas, se realizó un nuevo lavado a 1000 rpm durante 10 

minutos, a 20
o
C. 
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Figura M1. Obtención de PBMCs a partir de sangre periférica 

 

 Día 1: adherencia de los monocitos y diferenciación a células dendríticas inmaduras 

a. Una vez obtenidos los PBMCs, éstos fueron resuspendidos en medio de cultivo X-VIVO 

15 (Lonza) a una concentración de » 2 - 5 x 10
6
 células/ml y se distribuyeron 12 ml de 

esta suspensión celular en frascos de cultivo T-75. 

b. Se dejaron los frascos de cultivo durante 2 horas en el incubador celular a 37
o
C, para 

permitir la adherencia de los monocitos al plástico. 

c. Pasadas las 2 horas, se recogieron cuidadosamente las células no adheridas al plástico 

que se encontraban en el sobrenadante (células que no son monocitos, principalmente 

PBLs, Peripheral blood lymphocytes), mediante pipeteo suave. Estas células fueron 

criopreservadas para ser utilizadas en otros estudios. 

d. Se lavaron las células adheridas con PBS a temperatura ambiente (TA) 2 – 3 veces 

(controlando, mediante visualización al microscopio, que los monocitos no se 

desenganchaban y que no quedaban PBLs). 

e. Una vez recogido el sobrenadante con las PBLs, se añadieron 12 ml medio de cultivo 

X-VIVO 15 + 2% suero humano AB inactivado (HS, human serum) a cada frasco T-75 y se 

suplementaron con los factores de crecimiento y diferenciación interleukina -4 (IL-4, 

Miltenyi Biotec
Ò

) y factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF, 

Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, Miltenyi Biotec
Ò

) a una 

concentración final de 1000 UI/ml. 

f. Los frascos de cultivo se dejaron en el incubador celular a 37
o
C durante 2 días. 

Día 3: Recuento celular 

a. Se recogió cuidadosamente el sobrenadante de los frascos de cultivo. 

b. Se añadió PBS frío (4
o
C) sobre las células y se dejaron los frascos de cultivo a 4

o
C 

durante 30 minutos. 

c. Se lavaron los frascos de cultivo con PBS frío, pipeteando y repitiendo el proceso hasta 

haber desenganchado todas las células adheridas. 
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d. Las células desenganchadas se lavaron 2 veces con PBS centrifugando a 1500 rpm 

durante 5 min a 4
o
C. 

e. Se realizó un recuento celular con azul de tripán y se resuspendieron las células en 

medio de cultivo X-VIVO 15 + 2% HS a una concentración de 0,5 – 1 x10
6
 células/ml. 

f. Se distribuyeron 12 ml de esta suspensión celular en frascos de cultivo T-75 y se 

suplementaron de nuevo con IL-4 y GM-CSF a una concentración final de 1000 UI/ml. 

g. Los frascos de cultivo se dejaron en el incubador celular a 37
o
C durante 4 días. 

Día 7: Maduración de las células dendríticas 

a. Se añadió directamente a los frascos de cultivo un cóctel de citocinas denominado 

cóctel madurativo (CM) compuesto por interleukina 1b (IL-1b, 10 ng/ml, Miltenyi 

Biotec
Ò

), factor de necrosis tumoral tipo a (TNFa, 10 ng/ml, Miltenyi Biotec
Ò

), 

interleukina 6 (IL-6, 10 ng/ml, Miltenyi Biotec
Ò

), prostaglandina E2 (PGE2, 10 µg/ml, 

PfizerÒ). 

b. También se añadió Poly I:C (Hiltonol, OncovirÒ) a una concentración final de 20 µg/ml 

para potenciar la maduración de las células dendríticas. 

c. En los casos en los que se deseaba sensibilizar las células dendríticas contra antígenos 

tumorales, se añadieron 500 µL del lisado tumoral. 

 

Figura M2. Generación de células dendríticas a partir de sangre periférica. PBLs, Peripheral blood 

lymphocytes; IL-4, interleukina 4; GM-CSF, Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor; 

iDCs, células dendríticas inmaduras; mDCs, células dendríticas maduras. 

Día 8: Obtención del producto final 

a. Se realizó un control visual mediante la observación al microscopio del cultivo para 

comprobar que las células se encontraban en buen estado y descartar la presencia de 

elementos extraños. 

b. Se recogió cuidadosamente el sobrenadante de los frascos de cultivo y se procedió 

como en el apartado Día 3: Recuento celular (puntos b a d). 

c. Se realizó un recuento celular con azul de tripán y se resuspendieron las células en 

medio de cultivo X-VIVO 15 + 2% HS a la concentración deseada en función del 
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experimento a realizar, o bien se criopreservaron (como en el apartado 1.1.2. 
Criopreservación de células). El resumen de este proceso puede verse en la figura M2. 

1.1.2. Criopreservación de células 

La concentración final deseada fue de » 5 - 20 x 10
6
 células/ml (aunque en ocasiones esta 

concentración fue menor, en función del uso previsto y la disponibilidad de células). Las células 

fueron ajustadas a una concentración inicial de 10 a 40 x 10
6
 células/ml en un medio rico en 

proteínas (albúmina humana GRIFOLS
Ò

 o el propio medio de cultivo celular, suplementado con 

HS o FBS) y se añadieron 0.5 ml de esta suspensión celular a cada criotubo de 2 ml (Nunc
TM

), 

situado sobre un baño de hielo. A continuación, se añadió el mismo volumen de medio de 

congelación (DMSO (Cryoserv
Ò

) al 20% en albúmina), previamente enfriado a 4
o
C, a los 

criotubos (dejándolo caer gota a gota y agitando frecuentemente, siempre en frío, para 

minimizar la toxicidad del DMSO y aumentar la viabilidad de las células). Los criotubos fueron 

transferidos inmediatamente a -80
o
C y almacenados en un Mr Frosty™ (Thermo Scientific™) 

durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, las células fueron trasladadas a un contenedor de 

nitrógeno líquido hasta el día de su utilización. 

1.1.3. Descongelación de células 

Se utilizó un medio de descongelación rico en proteínas (PBS, X-VIVO o DMEM 

suplementado con HS o FBS, fetal bovine serum) que se calentó previamente a 37
o
C. Las 

células se retiraron del nitrógeno líquido y fuero transportadas en nieve carbónica hasta el 

baño de 37
o
C, donde se sumergieron los criotubos y se mantuvieron en agitación constante 

para favorecer la descongelación. El contenido del cirotubo se vertió en un tubo de 15 ml con 

10 ml de medio de descongelación a 37
o
C, suplementado con Benzonase

Ò
 (ACROBiosystems), 

se mezcló y se procedió al lavado de las células rápidamente (para eliminar el DMSO), 

centrifugando a 1500 rpm durante 10 min. Se efectuaron un total de 3 lavados y se procedió a 

un contaje celular con azul de tripán, ajustando la concentración deseada en función del 

experimento a realizar. 

1.1.4. Mantenimiento de células en cultivo 

1.1.4.1. Linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) 

Para poder realizar los estudios de caracterización del microambiente tumoral, así como los 

ensayos de proliferación celular en respuesta al tratamiento, los linfocitos infiltrantes de 

tumor (TILs, tumor infiltrating lymphocytes) se mantuvieron en cultivo hasta obtener un 

número suficiente de células. Se utilizó un medio de cultivo selectivo que favorece la 
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proliferación de linfocitos T: X-VIVO 15 (Lonza) suplementado con un 2% de suero humano AB 

inactivado (HS, human serum, Sigma AldrichÒ), 6000 UI/ml de IL-2 (Proleukin
Ò

, Novartis) e 

inicialmente 2 µl/100 µl de suspensión celular de Dynabeads
TM 

CD3/CD28 (Gibco
TM

). Los 

linfocitos se mantuvieron en cultivo a una concentración de 0.5 - 1 x10
6
 células/ml, cambiando 

el medio (X-VIVO-2% HS con 2000 UI/ml de IL-2) cada 3 - 4 días, en función de las necesidades, 

hasta que las células fueron utilizadas o criopreservadas. 

1.1.4.2. Líneas tumorales 

Para poder realizar los estudios de caracterización del microambiente tumoral, así como los 

ensayos de proliferación celular en respuesta al tratamiento, las líneas tumorales se 

mantuvieron en cultivo hasta obtener un número suficiente de células. Se utilizó un medio de 

cultivo selectivo que favorece la proliferación de células tumorales de cáncer colorrectal: 

DMEM F12 (Gibco
TM

) suplementado con un 20% de suero fetal bovino australiano (FBS, 

Gibco
TM

), 50 ng/mL de epitelial growth factor (EGF, Peprotech), 0.36 μg/mL de hidrocotrisona 

(BD Biosciences) y 10 μL/mL de Insulin-Transferrin-Selenium (ITS, Gibco
TM

). Al tratarse de 

células adherentes, para desenganchar las células de la placa o frasco de cultivo se utilizó 

tripsina-EDTA 0.25% (Gibco
TM

). Las células se mantuvieron en cultivo a una confluencia de » 50 

– 75%, cambiando el medio cada 3 – 4 días, en función de las necesidades, hasta que las 

células fueron utilizadas o criopreservadas.  

1.1.4.3. Ensayos de proliferación celular con timidina tritiada 

Para estudiar la capacidad de las DCs (en presencia o ausencia de diversos antígenos 

tumorales) de generar una respuesta inmune específica frente a los antígenos tumorales, 

favoreciendo la estimulación y proliferación de los LT, se llevaron a cabo ensayos de 

proliferación con cultivos mixtos de células. Los LT proliferantes incorporan timidina tritiada (T-

H
3
). 

Las DCs y los LT (TILs o PBMCs) fueron descongelados según lo descrito en el apartado 1.3 

de cultivos celulares (descongelación de células). Se añadieron 5x10
3
 DCs y 1x10

5
 LT (ratio 

DCs:LT 1:20) a cada pocillo de una placa P-96 con fondo en U (Corning
Ò

) en 200 µl de medio X-

VIVO 15 – 2% HS y se incubaron durante 6 días a 37
o
C 5% CO2 en el incubador celular. 

Transcurrido ese tiempo, se recogió el sobrenadante de los pocillos (que se guardó a -20
o
C 

para analizar niveles de citocinas), se añadió 1 µCi/pocillo de T-H
3
 y se dejaron en el incubador 

otras 16-18 horas, tras lo cual se recogió todo el contenido de los pocillos (PHD
TM

 cell 
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harvester, Cambridge Tec) y se transfirió a un filtro de nitrocelulosa, se añadió líquido de 

centelleo y posteriormente se cuantificó el centelleo mediante un lector de radioactividad b. 

Los resultados, expresados en cpm (cuentas por minuto), son directamente proporcionales 

a la capacidad de proliferación de los LT frente a los estímulos presentados por las DCs. 

1.2. Muestras de pacientes 

Se obtuvieron muestras de pacientes recién diagnosticados de cáncer colorrectal 

metastásico (CCRm), en el momento de su inclusión en el estudio (previamente a la 

administración de ningún tratamiento) y posteriormente en aquellos pacientes que hubieran 

sufrido una recaída tras el tratamiento recibido. Las muestras fueron biopsias de tumor 

colorrectal, obtenidas mediante endoscopia; y sangre periférica, obtenida mediante 

venopunción. 

1.2.1. Biopsias tumorales 

Para el estudio del microambiente tumoral, la obtención de TILs, líneas tumorales, lisado 

tumoral y extracción de RNA, se obtuvieron muestras de CCRm obtenidas mediante 

endoscopia (4 – 6 biopsias), que fueron procesadas según se resume en la figura M3. La 

biopsia fue transportada, desde el lugar de la extracción hasta el laboratorio, en un falcon de 

15 ml con 5 ml de medio RPMI 1640 y se transfirió a un tubo de 50 ml donde se realizaron 2 

lavados con 25 ml de medio RPMI 1640 y 2% de penicilina-estreptomicina-anfotericina (PSA), 

en agitación, para minimizar la contaminación del entorno colorrectal. Posteriormente, un 

fragmento de la biopsia se transfirió a un criotubo y se guardó en forma de pellet seco a -80
o
C, 

para la posterior extracción de RNA; otro fragmento se transfirió a un criotubo con 500 µl de 

PBS, para la posterior generación de un lisado tumoral; y el resto de los fragmentos fueron 

sometidos a un proceso de disgregación enzimática. 

 

TILs

Líneas

RNA

Lisado Organoides
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Figura M3. Procesamiento de las biopsias tumorales. Las biopsias obtenidas fueron fragmentadas. 

Dichos fragmentos fueron repartidos para generar lisado tumoral, extracción de RNA y células 

(TILs, líneas tumorales y organoides). 

1.2.1.1. Procesamiento de la biopsia (y obtención de la suspensión celular) 

Para obtener una suspensión celular a partir de una biopsia tumoral, ésta fue sometida a 

una disgregación mecánica y enzimática, como se ilustra en la figura M4. 

Tras la fragmentación mecánica de la biopsia con un bisturí y pinzas estériles, los 

fragmentos resultantes (» 1 mm
3
) se transfirieron a un tubo especialmente diseñado para la 

obtención de suspensiones celulares (gentleMACS C Tube, Miltenyi Biotec
Ò

) con 4.7 ml de 

medio RPMI 1640 (Gibco
TM

), se añadieron las enzimas correspondientes al kit comercial Tumor 

Dissociation Kit, human (Miltenyi Biotec
Ò

): 200 µl de enzima H, 100 µl de enzima R y 25 µl de 

enzima A y se siguió el procedimiento estandarizado según las instrucciones del fabricante. 

Éste consistió en 3 procesos de disgregación mecánica, utilizando el disgregador automatizado 

gentleMACS
TM 

Dissociator (Miltenyi Biotec
Ò

), intercalado por 2 incubaciones de 30 minutos en 

una estufa seca a 37
o
C, en rotación. A continuación, el contenido del tubo se filtró con un filtro 

de 70 µM y se lavó con PBS centrifugando 1500 rpm durante 5 min, tras lo cual se obtuvo una 

suspensión celular homogénea, que se resuspendió en 1 ml de RPMI 1640. 

 

Figura M4. Obtención de una suspensión celular a partir de una biopsia tumoral. 

1.2.1.2. Linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) 

Una vez obtenida la suspensión celular a partir de la biopsia tumoral, una parte fue 

destinada a la expansión de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs). Para ello, éstos se 

transfirieron a una placa de cultivo adecuada en función de la concentración celular, y se 

mantuvieron en cultivo con medio X-VIVO 15 – 2% HS e IL-2 según lo descrito en el apartado 

Biopsia CCR Disociación mecánica

Disociación enzimática

Cultivo de TILs
X-VIVO - 2% HS+ IL-2 + 
anti-CD3-CD28 beads

Cultivo líneas
DMEM F12 suplementado

+ 20% FBS

Cultivo organoides
Utrecht medium

+ Cultrex® BME matrigel
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1.4.1. de cultivos celulares (Linfocitos infiltrantes de tumor, TILs). Cuando se obtuvo un número 

suficiente, los TILs fueron criopreservados según lo descrito en el apartado 1.2 de cultivos 

celulares (criopreservación de células).  

Para llevar a cabo los estudios de caracterización de TILs, éstos fueron analizados mediante 

citometría de flujo. 

Marcaje y detección de antígenos celulares mediante citometría de flujo 

Las tinciones se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo en “U” (Corning
Ò

) o en tubos. 

La lectura se realizó en los citómetros de flujo FACS CANTO II (BD
Ò

) y Attune
TM

 NxT 

(ThermoFisher) y los datos fueron analizados con los softwares FACS Diva (BD
Ò

), Attune
TM

 NxT 

(ThermoFisher) y FlowJo (Tree Strar Inc.). Todos los anticuerpos monoclonales utilizados se 

describen en la tabla M1. 

Tabla M1. Listado de anticuerpos monoclonales utilizados.  

 

Los distintos anticuerpos monoclonales marcados con diversos fluorocromos listados en la tabla 

fueron utilizados para los marcajes intra y extracelulares empleados en la caracterización celular. 

Antígenos de superficie 

Para la determinación/detección de antígenos en la superficie celular, se tomaron » 

200.000 células y se sometieron a un lavado con PBS, centrifugando a 600 g durante 5 

minutos. Posteriormente, se descartó el sobrenadante y se añadieron 2 µl de cada uno de los 

Marcador Fluorocromo Descripción Laboratorio

CTLA-4 (CD152) PE Mouse Anti-Human CD152, Clone BNI3 BD Pharmingen™

PD-1 (CD279) APC Mouse anti-Human CD279, Clone, MIH4 BD Pharmingen™

CD3 BV421 Mouse Anti-Human CD3, Clone SK7 BD Horizon™

CD4 BV510 Mouse Anti-Human CD4 Clone SK3 BD Horizon™

CD8 APC-Cy™7 Mouse Anti-Human CD8, Clone SK1 BD Pharmingen™

CD8 PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD8, Clone RPA-T8 BD Pharmingen™

CD25 PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-Human CD25, Clone M-A251 BD Pharmingen™

CD25 PE Mouse Anti-Human CD25, Clone M-A251 BD Pharmingen™

CD28 FITC Mouse Anti-Human CD28, Clone CD28.2 BD Pharmingen™

CD45 BV510 Mouse Anti-Human CD45, Clone HI30 BD Horizon™

CD45RO APC Mouse Anti-Human CD45RO, Clone UCHL1 BD Biosciences

CD45RA APC-H7 Mouse Anti-Human CD45RA, Clone 5H9 BD Horizon™

CD62L FITC Mouse Anti-Human CD62L, Clone SK11 BD Biosciences

CD127 PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD127, Clone HIL-7R-M21 BD Pharmingen™

CCR7 (CD197) PerCP-Cy™5.5 Mouse anti-Human CD197(CCR7), Clone 150503 BD Pharmingen™

PD-1 (CD279) APC Mouse anti-Human CD279 (PD-1), Clone MIH4 BD Pharmingen™

CTLA-4 (CD152) PE Mouse anti-Human CD2152 (CTLA-4), Clone BNI3 BD Pharmingen™

IFN-γ PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-Human IFN-γ, Clone B27 BD Pharmingen™

IL-17 APC Mouse Anti-Human IL-17, Clone N49-653 BD Pharmingen™

IL-10 FITC Mouse Anti-Human IL-17, Clone JES3-9D7 Invitrogen™
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anticuerpos monoclonales de interés marcados con diferentes fluorocromos, en » 100 µl de la 

suspensión celular y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, las células se lavaron 2 veces con PBS en exceso centrifugando a 600 g durante 5 

minutos y finalmente se procedió a su lectura en el citómetro de flujo. 

Antígenos intracelulares 

Para la determinación de antígenos intracelulares, se cultivaron a 37
o
C  » 10

6
 células en 

placas de 24 pocillos con 1 ml de X-VIVO 15 – 2%HS añadiendo los estímulos inespecíficos PMA 

(50ng/ml, Sigma Aldrich), Ionomicina (1 µg/ml, Sigma Aldrich) y el inhibidor del tráfico de las 

proteínas en el aparato de Golgi BD GolgiStop™ Protein Transport Inhibitor (2 µl/pocillo, BD 

Biosciences) y se incubaron durante 4 horas. A continuación, las células se lavaron con PBS en 

exceso a 600 g durante 5 minutos. Tras descartar el sobrenadante, las células se 

resuspendieron en 1ml de solución de fijación y permeabilización (BD Biosciencies) y se 

incubaron durante 30 minutos a 4
o
C. Posteriormente, el exceso de solución de fijación y 

permeabilización se descartó tras centrifugación a 600 g 5 minutos, se añadieron 10 µl de cada 

uno de los anticuerpos monoclonales de interés marcados con los fluorocromos y se incubaron 

durante 30 minutos a 4
o
C. Finalmente, las células se lavaron 2 veces con PBS en exceso a 600 g 

durante 5 minutos y se procedió a la adquisición y análisis de las muestras en el citómetro de 

flujo. 

Para la caracterización del inmunofenotipo de los TILs, los anticuerpos monoclonales 

utilizados fueron los detallados en la tabla M1. 

1.2.1.3. Líneas tumorales (obtención y caracterización) 

Una vez obtenida la suspensión celular a partir de la biopsia tumoral, una parte fue 

destinada a la expansión de células tumorales y la generación de líneas. Para ello, éstas se 

transfirieron a una placa de cultivo adecuada en función de la concentración celular, y se 

mantuvieron en cultivo con medio DMEM F12 suplementado según lo descrito en el apartado 

1.1.4.2. de cultivos celulares (Líneas tumorales). Cuando se obtuvo un número suficiente, las 

líneas tumorales fueron criopreservados según lo descrito en el apartado 1.2 de cultivos 

celulares (criopreservación de células).  

Para llevar a cabo los estudios de caracterización de las células tumorales, éstas fueron 

analizados mediante un panel de nanostring Oncomine 22 (NanoString Technologies, Inc), que 

analiza las mutaciones en 22 genes: AKT1, ALK, BRAF, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB4, 

FBXW7, FGFR1, FGFR2, FGFR3, KRAS, MAP2K1, MET, NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN, SAMD4, 
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STK11, TP53. El análisis fue realizado en el CORE de Biología Molecular del Hospital Clínic de 

Barcelona. 

También se llevaron a cabo tinciones de inmunohistoquímica de las células obtenidas, 

realizadas en el servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínic de Barcelona, donde se 

analizaron la expresión de distintos marcadores epiteliales y mesenquimales. 

1.2.1.4. Organoides 

A partir de fragmentos obtenidos de la disgregación enzimática del tumor (de » 1 mm), se 

incubaron 15 min en un baño a 37
o
C con 2 mL de PBS + 10% FBS suplementado con 40 µL de 

Liberase
TM 

(Sigma Aldrich, 50 µg/ml). Tras la incubación, el sobrenadante fue filtrado (100 µM). 

El contenido obtenido fue diluido con 10 mL de PBS + 10% FBS y centrifugado a 1500 rpm 5 

min. El pellet obtenido fue resuspendido en BME (Cultrex
TM

 basement membrane extracts) frío 

y el contenido fue traspasado cuidadosamente, formando gotas (de 5- 30 µL), a una placa a 

37
o
C de 6 a 96 pocillos (dependiendo del nº de células, en una placa de 12 pocillos debe haber 

150-200 x 10
6
 células/pocillo, tabla M2). 

Tabla M2. Distribución del BME en los pocillos. 

 

 

 

 

 

La placa con las gotas de BME fue incubada 15 min a 37
o
C para conseguir la solidificación del 

BME, tras o cual se añadió cuidadosamente el medio de cultivo Utrecht (ver tabla M3). 

Las placas fueron incubadas a 37
o
C 5% CO2 hasta que se obtuvo un nº suficiente de 

organoides para poder criopreservarlos.  
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Tabla M3. Reactivos necesarios para la preparación del medio completo Utrecht. 

 

1.2.1.5. Lisado tumoral (obtención e irradiación) 

 Una vez obtenida la biopsia tumoral, una parte fue destinada a la generación de un lisado, 

el cual sería utilizado para sensibilizar a las células dendríticas con antígenos tumorales y que 

estas células estimulasen a los linfocitos T para que desarrollasen una respuesta inmune anti-

tumoral antígeno-específica. 

Generación del lisado tumoral 

El fragmento de la biopsia tumoral criopreservado a -80
o
C para la generación del lisado se 

sometió a un proceso de disgregación mecánica y enzimática como el descrito en el apartado 

1.2.1.1. Procesamiento de la biopsia. Una vez obtenida la suspensión celular, ésta fue 

resuspendida en 1 ml de suero fisiológico y se procedió a un proceso de inactivación celular 

mediante shock térmico para lisar las células y dar lugar a restos celulares tumorales inviables, 

sin capacidad replicativa. Para ello, la suspensión celular se sometió a ciclos de congelación 

(mediante la introducción del criovial en nitrógeno líquido durante 5 minutos) y 

descongelación (mediante la introducción del criovial en baño a 37
 o

C durante 5 minutos), 

repitiendo ambos procesos 5 veces, para garantizar la falta de viabilidad de las células 

tumorales.  

Irradiación del lisado tumoral 

Reactivo Dilución Stock Preparación FOR 40 mL Laboratorio

AdDMEM/F12 - Listo para usar - 40 mL Life Technologies

HEPES 1:100 Listo para usar - 400 µL Life Technologies

Glutamax 1:100 Listo para usar - 400 µL Life Technologies

B27 1:500 Listo para usar - 800 µL Life Technologies

EGF 1:1000 50 µg/mL 500 µg EGF + 10 mL PBS 0,1% BSA 40 µL Peprotech

R-Spondin1 1:1000 1 mg/mL 500 µg R-spon1 + 500 µL PBS 40 µL SinoBiological

Nogging 1:1000 0,1 mg/mL 100 µg Noggin + 1mL H2O 40 µL Peprotech

Nicotinamide 1:100 1M, 0.12 g/mL 1,2g NAM + 10mL PBS 400 µL Sigma

Gastrin 1:50000 1 mg/mL 1mg Gastrin + 1 mL 0.1% NH4OH 0.8 µL Tocris

A83-01 1:50000 25 mM 10 mg + 948 µL DMSO 0.8 µL Tocris

SB202190 1:10000 30 mM 5mg + 500 µl DMSO 4 µL Sigma

PGE2 1:10000 100 µM 1mg + 100 µL Ethanol 100% (25mM) 
- Diluir este stock 1:250 en PBS 1X 4 µL Sigma

N-ACC 1:400 500 mM 0,81 g + 10mL H2O 100 µL Sigma

Y-27632 1:500 0.6 mg/mL 10 mg + 5.9 mL H2O - MedChem

Normocin 1:500 50 mg/mL 100 μg/mL 80 µL Invivogen
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Una vez obtenido el lisado tumoral, éste fue sometido a un proceso de irradiación de 25 

kGy en las instalaciones de la empresa especializada Aragogamma, para garantizar la 

inviabilidad y la esterilidad de las células tumorales. Posteriormente, el lisado tumoral 

irradiado fue almacenado a -80
o
C hasta el momento de su utilización para pulsar las células 

dendríticas. 

1.2.1.6. Sangre periférica (DCs y PBLs) 

Para la generación de células dendríticas (DCs) y linfocitos de sangre periférica (PBLs) de los 

pacientes, se obtuvieron muestras de sangre periférica heparinizada mediante venopunción (» 

40 ml). Las células dendríticas fueron obtenidas según lo descrito en el protocolo del apartado 

1.1.1. Obtención de células dendríticas a partir de sangre periférica. Una vez obtenidas, tanto 

los PBLs como las DCs se criopresevaron siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1.1.2. 

Criopreservación de células. 

2. Ensayo clínico  

2.1. Diseño del ensayo clínico 

Se trata de un estudio de brazo único fase I/II multicéntrico, abierto, con un sub-estudio 

traslacional, del tratamiento combinado de avelumab (Bavencio
Ò

, anti-PD-L1) con una vacuna 

de células dendríticas autóloga (ADCV) en pacientes con cáncer colorrectal metastásico de tipo 

mismatch repair-proficient (MSS), refractarios a 2 o más líneas de tratamiento quimioterápico. 

El esquema del diseño del ensayo puede verse en la figura M5. 

 

Figura M5. Diseño del ensayo clínico. El esquema representa el tratamiento y seguimiento 

realizado en los pacientes incluidos en el ensayo.  
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En la primera fase del estudio se hizo un escalado de dosis para evaluar el perfil de 

toxicidad del avelumab con la vacuna de células dendríticas autóloga (ADCV, autologous 

dendritic cell vaccine) para recomendar la dosis a utilizar en la fase II. En esta primera fase, 3 

pacientes fueron tratados con avelumab 10 mg/kg cada 2 semanas durante 12 meses + 10x10
6
 

ADCV cada 2 semanas, 5 infusiones seguidas de 6 infusiones cada 6 meses. Puesto que 

ninguno de estos pacientes experimentó una toxicidad limitante, esta fue la dosis empleada en 

la fase II. 

Durante el estudio, los participantes se sometieron a visitas de seguimiento semanales 

durante el primer mes de tratamiento y posteriormente cada 2 semanas. 

La evaluación de la respuesta tumoral se realizó según los criterios revisados de respuesta 

en tumores sólidos (RECIST 1.1), cada 8 semanas, hasta progresión de la enfermedad. La 

toxicidad fue evaluada y registrada en cada visita utilizando la última versión de los criterios 

NCI-CTCAE. 

El objetivo principal del estudio fue evaluar la eficacia y seguridad del tratamiento y valorar 

si esta terapia combinada tenía la eficacia suficiente como para incrementar la supervivencia 

libre de progresión en estos pacientes. 

El objetivo del sub-estudio traslacional era identificar biomarcadores de respuesta al 

tratamiento y comprender mejor los cambios farmacodinámicos antes y después de recibir la 

terapia, por ello las muestras se obtuvieron antes y tras 8 semanas de haber iniciado el 

tratamiento. 

Variable principal 

En la fase I: determinar la dosis recomendada para ser aplicada en la fase II de la terapia 

combinada. 

En la fase II: incrementar el porcentaje (de un 20% a un 40%) de pacientes libres de 

progresión a los 6 meses. 

Variables secundarias 

En la fase I: evaluar la seguridad y la tolerabilidad de la terapia combinada. 

En la fase II: evaluar la seguridad y la tolerabilidad de la terapia combinada, identificar un 

fenotipo favorable para la eficacia del tratamiento y evaluar los cambios farmacodinámicos 

entre las biopsias tumorales pre-tratamiento y post-tratamiento. 

Consideraciones éticas 
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Antes de la inclusión en el ensayo todos los pacientes firmaron, junto con el formulario de 

consentimiento informado, una “Hoja informativa para los participantes en el estudio”. 

El ensayo clínico ha sido aprobado por el Comité Ético del Hospital Clínic de Barcelona, así 

como por la Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPs). Se trataba de 

un ensayo sponsorizado por la asociación no-comercial Grupo Español Multidisciplinar en 

Cáncer Digestivo (GEMCAD). El estudio aparece en los siguientes registros: 

• EUDRACT: 2016-003838-24. 

• Clinicaltrials.gov: NCT03152565 

• ReEC Registro Español de Ensayos Clínicos: 2016-003838-24. 

2.2. Pacientes 

El ensayo estaba destinado a pacientes con cáncer colorrectal metastásico de tipo MSS que 

hubieran recibido 2 o más líneas de tratamiento previas. Solamente aquellos pacientes que 

cumplían todos los criterios de inclusión y ninguno de exclusión fueron incluidos en el estudio. 

Previamente a su inclusión y a la realización de ninguna evaluación o procedimiento del 

ensayo, todos los pacientes firmaron el consentimiento informado, aprobado por el Comité de 

Ética. 

Tabla M4. Criterios de inclusión y exclusión del ensayo clínico.  

 

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; RECIST, Response evaluation criteria in solid tumors; 

LDH, lactato deshidrogenasa; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; VIH, 

virus de la inmunodeficiencia humana; VHB, virus de la hepatitis B; VHC, virus de la hepatitis C; 

Criterios de inclusión Criterios de exclusión

Obtención del consentimiento informado Metástasis cerebrales

Diagnóstico histológico de CCR MSS Trasplantes previos

Tratamiento previo con al menos 2 líneas de quimioterapia Presencia de ascitis clínica

Edad ≥ 2018 años Score modificado de Charlson > 2

ECOG < 2 Infecciones agudas o cónicas significativas, incluyendo VIH, VHB y VHC

Enfermedad medible por criterios RECIST 1.1 Enfermedades autoinmunes activas

LDH < 675 U/L Hipersensibilidad previa a anticuerpos monoclonales, anafilaxis o asma 
no controlado

Función hepática adecuada, definida como:
• Bilirrubina ≤ 1.5 x límite superior de normalidad
• AST y ALT ≤ 2.5 x límite superior de normalidad
• AST y ALT ≤ 5 x límite superior de normalidad (en pacientes con 

metástasis hepáticas)

Serologías positivas para HBsAg, Anti-HBc, VHB, VHC, VHC RNA, VIH-I 
RNA, Agp24 IIIV + AC IIIV ½ , IgG antigen core v. hepatitis B, RPR (Ac 
reagínicos Lues-RPR), IgG cytomegalovirus, Ac anti HTLV I/II, Ac anti 
Trypanosoma Cruzi, Chagas

Función hematológica adecuada, definida como:
• Hemoglobina ≥ 9 g/dL
• Plaquetas ≥ 100 × 109/L
• Neutrófilos  ≥ 1.5 × 109/L

Tratamiento con inmunosupresores, excepto: a)corticoides intanasales, 
tópicos, locales; b)corticoides sistémicos a dosis ≤ 10 mg/día de 
prednisona o equivalente; y c) corticoides usados como pre-medicación 
para reacciones de hipersensibilidad

Función renal adecuada, con un aclaramiento de creatinina ≥ 30 
mL/min 

Embarazo o lactancia

Test de embarazo negativo para mujeres en edad fértil Abuso de drogas o alcohol

Utilización de medidas anticonceptivas durante el tratamiento y hasta 
60 días después de haberlo finalizado

Otras enfermedades significativas que a criterio del investigador 
puedan interferir en la tolerancia al tratamiento

Antecedentes de otras neoplasias en los 5 años previos
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HBsAg, antígeno de superficie del virus de la hepatitis B; anti-HBc, anticuerpo frente al antígeno 

core del VHB; HTLV, virus linfotrópico de células T humanas. 

Todos los criterios de inclusión y exclusión están resumidos en la tabla M4. Entre los 

criterios de inclusión se incluyeron pacientes de edad igual o superior a 18 años, con estado 

funcional en la escala ECOG de 0 o 1, enfermedad medible por criterios RECIST 1.1, niveles de 

LDH < 675 U/L, adecuada función hepática, hematológica y renal y utilizar medidas 

anticonceptivas durante todo el período de tratamiento y en los 60 días siguientes tras la 

última administración de avelumab. Los criterios de exclusión incluyeron la presencia de 

metástasis cerebrales, haber recibido un trasplante previo, presencia de ascitis, infecciones 

activas o crónicas significativas, antecedentes de neoplasias en los 5 años previos, 

enfermedades autoinmunes, serologías positivas para VIH, VHB o VHC, embarazo o lactancia y 

cualquier proceso médico serio que a criterio del investigador pueda interferir en el desarrollo 

del estudio. 

Los pacientes podían ser retirados del estudio si se cumplía alguno de los siguientes 

criterios: progresión de la enfermedad, toxicidad inaceptable, pérdida del seguimiento del 

paciente, eventos que pusieran en riesgo la seguridad del paciente, participación en otro 

ensayo clínico o deseo voluntario por parte del paciente. 

2.3. Tratamientos del ensayo 

El esquema de la elaboración y administración del tratamiento combinado del ensayo 

clínico puede verse en la figura M6. 

2.3.1. Vacuna de células dendríticas autóloga  

La vacuna (ADCV) consistió en células dendríticas maduras autólogas cargadas con 

antígenos tumorales autólogos. Ésta fue preparada a partir de una leucoaféresis y de una 

biopsia tumoral, siguiendo un protocolo como el descrito en el apartado 1.1.1. Obtención de 

células dendríticas a partir de sangre periférica. Los pacientes recibieron una dosis 

intradérmica conteniendo 10x10
6
 células dendríticas, cargadas con el lisado tumoral, los días 1, 

14, 28, 42 y 56 (un total de 5 dosis) y posteriormente una dosis de recuerdo cada 6 meses 

hasta progresión de la enfermedad (máximo 6 dosis adicionales). 

2.3.2. Avelumab 

El avelumab es un anticuerpo humano de isotipo IgG1 que bloquea PD-L1. Los pacientes 

recibieron avelumab de manera intravenosa a una dosis de 10 mg/Kg de peso, cada 14 días, 

hasta progresión de la enfermedad o toxicidad inaceptable. 
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Figura M6. Esquema del ensayo clínico. DCs, células dendríticas; IL-4, interleukina 4; GM-CSF, 

factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos; ADCV, autologous dendritic cell 
vaccine. 

2.4. Monitorización de la respuesta inmunitaria a la terapia combinada 

Uno de los puntos clave del presente trabajo es la monitorización de la respuesta 

inmunitaria de los pacientes frente a la terapia combinada, para evaluar la eficacia del 

tratamiento a la hora de estimular al sistema inmunitario y comprobar si esta activación tiene 

impacto en las respuestas clínicas. Así mismo, esta monitorización nos permitirá identificar 

biomarcadores predictores de la eficacia al tratamiento para mejorar la selección de pacientes.  

2.4.1. Muestras obtenidas 

Se obtuvieron muestras de biopsias tumorales y de sangre periférica de los pacientes antes 

de su entrada en el estudio y a los 2 meses (día 56) de haber comenzado el tratamiento. 

2.4.1.1. Biopsias tumorales 

Se obtuvieron muestras tumorales a partir de biopsias de tumor primario (obtenidas a 

través de colonoscopia) o de metástasis accesibles por punción ecográfica (lesiones hepáticas) 

o por TAC (lesiones pulmonares). Las biopsias obtenidas antes de entrar en el estudio en 

formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) fueron utilizadas para el diagnóstico de enfermedad 

de tipo MSS y para la determinación del status de RAS y BRAF, así como para la extracción de 

RNA, y aquellas obtenidas tras 2 meses de tratamiento para evaluar los cambios 

farmacodinámicos producidos por la terapia. También se utilizaron las biopsias obtenidas 
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antes de comenzar el tratamiento para generar el lisado tumoral destinado a la preparación de 

la ADCV. 

2.4.1.2. Sangre periférica 

Se obtuvieron 50 ml de sangre periférica previamente a la inmunización con la terapia 

combinada, así como a los 2 meses (día 56) para evaluar la respuesta inmunitaria al 

tratamiento. 

De las muestras de sangre periférica, 10 ml de sangre coagulada se emplearon para 

conservar suero en alícuotas a -80
o
C para el posterior análisis de citocinas y 40 ml de sangre 

heparinizada se usaron para el aislamiento de PBMCs y el ulterior análisis de subpoblaciones 

linfocitarias.  

2.4.2. Determinación de citocinas mediante LUMINEX (suero) 

Para evaluar la respuesta inmunitaria de los pacientes tras haber recibido el tratamiento, se 

utilizó el método de LUMINEX, ya que es un microarray líquido que nos permite determinar 

simultáneamente los niveles de varias citocinas con un pequeño volumen de muestra (50 µl). 

El kit utilizado para medir niveles en suero de SDF1a (Stromal cell-derived factor 1, también 

conocido como CXCL12), interleukina 2 (IL-2), interleukina 6 (IL-6), interleukina 10 (IL-10), 

interleukina 17A (IL-17a), interleukina 23 (IL-23),  interferón gamma (IFNg), MCP1 (monocyte 

chemoattractant protein 1 también conocido como Chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL2), Fas 

ligando (FasL o CD95L), MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9), RANTES (regulated on activation, 

normal T cell expressed and secreted, también conocido como Chemokine (C-C motif) ligand 5-

CCL5) y VEGF-A (Vascular endothelial growth factor A) fue ProcartaPlex Luminex™ xMAP 

(Invitrogen, ThermoFisher Scientific). 

Las 16 citocinas analizadas en las muestras pre- y post-tratamiento se muestran en la figura 

M7. 

 

LuminexTM

xMAP
technology

ELISA 
Invitrogen

SDF1a (CXCL12) IL-2 IL-6 IL-10

MCP1 (CCL2) IL-23 IFNg IL-17a

FasL (CD95L) MMP-9 RANTES 
(CCL5)

VEGF-A

VEGF-B VEGF-C TGFb1 TGFb3
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Figura M7. Esquema de las 16 citocinas analizadas en suero de pacientes incluidos en el ensayo 

clínico. Se analizaron muestras pre y post-tratamiento (día 56). 

La técnica se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. El resumen del ensayo es el 

siguiente: 

• Se humidificó la placa añadiendo 200 µl de working wash solution a cada pocillo y se 

incubó durante 2 minutos a temperatura ambiente. 

• Se aspiró la working wash solution y se añadieron 25 µl de la solución que contenía los 

beads a cada pocillo. 

• La placa se lavó 3 veces con 200 µl de working wash solution por pocillo. 

• Se añadieron 50 µl del tampón de incubación a cada pocillo, así como 100 µl de los 

estándares y 50 µl de las muestras en los pocillos correspondientes. 

• La placa se mantuvo en agitación (600 rpm), a 4
o
C, durante 16 – 19h. 

• Se lavó la placa 3 veces con 200 µl de working wash solution. 

• Se añadieron 100 µl de la solución Biotinylated detector antibody y se incubó durante 

1 hora en agitación (600 rpm) a temperatura ambiente. 

• Se lavó la placa 3 veces con 200 µl de working wash solution. 

• Se añadieron 100 µl de la solución streptavidin-RPE y se incubó durante 30 minutos en 

agitación (600 rpm) a temperatura ambiente. 

• Se lavó la placa 3 veces con 200 µl de working wash solution. 

• Se resuspendieron las beads en 100 µl de working wash solution y se agitó la placa 

durante 2-3 min (600 rpm). 

• Se realizó la lectura en el analizador Luminex
Ò

 200TM y la adquisición de datos en el 

software xPONENT
Ò

. 

Para determinar los niveles en suero de VEGF-B (Vascular endothelial growth factor B), 

VEGF-C (Vascular endothelial growth factor C), TGFb1 (Transforming growth factor beta 1) y 

TGFb3 (Transforming growth factor beta-3) se utilizaron kits de ELISAs comerciales (Wuhan 

Fine Biotech CO., Ltd y Invitrogen ThermoFisher Scientific), siguiendo las instrucciones 

correspondientes del fabricante. 
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2.4.3. Ensayos de proliferación celular con timidina tritiada 

Para estudiar la capacidad de la ADCV para estimular de manera antígeno-tumoral- 

específica a los linfocitos T de los pacientes, se realizaron cultivos mixtos con linfocitos T de 

sangre periférica y células dendríticas de los pacientes y se midió la capacidad proliferativa de 

estos linfocitos tras estar en contacto con los antígenos del lisado tumoral presentados por las 

células dendríticas.  

Adicionalmente, también se estudió el efecto sinérgico de la terapia combinada con el 

bloqueante de PD-L1 (10 µg/mL), añadiéndolo al cultivo. Se utilizaron muestras de pacientes 

antes y después de haber recibido el tratamiento, comparando el efecto de cada una de las 

terapias (ADCV y avelumab) individual y conjuntamente (figura M8). Los linfocitos T utilizados 

se obtuvieron a partir de las PBMCs aisladas de sangre periférica y las células dendríticas 

(cargadas o no con el lisado tumoral) de las muestras criopreservadas durante la preparación 

de las vacunas. 

En procedimiento llevado acabo es el que se describe en el apartado 1.1.4.3. de cultivos 

celulares (Ensayos de proliferación celular con timidina tritiada). 

 

 

Efecto de la 
ADCV

Efecto de la 
combinación 

(ADCV + αPDL1 )

Efecto del 
αPDL1 

Control 
negativo

PBMCs + DCs

Lisado tumoral + - + -
αPDL1 - + + -

α-P
DL1

Ratio DCs : T = 1:20

PRE - tratamiento

POST - tratamiento
Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4
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Figura M8. Ensayos de proliferación celular. Se realizaron co-cultivos de linfocitos T (2x10
5
 

células/pocillo) con células dendríticas (5x10
3
 células/pocillo) cargadas o no con lisado tumoral, en 

medio X-VIVO + 2% suero AB humano, en presencia o ausencia de anti-PD-L1 (aPDL1). Los 

linfocitos proveína de muestras de sangre de pacientes obtenidas pre- y post-tratamiento. Cada 

condición se realizó por triplicado 

2.4.3.1. Determinación de citocinas mediante ELISA en los sobrenandantes de las 

proliferaciones linfocitarias 

El sexto día de cultivo del ensayo de proliferación celular con timidina tritiada, se 

recogieron los sobrenadantes de las placas de cultivo y se guardaron a -20
o
C para la 

determinación de las citocinas producidas por los linfocitos T frente a las diferentes 

condiciones del cultivo. Mediante distintas técnicas de ELISA, se analizaron los niveles de IFNg 

e IL-10 (eBioscience).  

La técnica fue realizada siguiéndolas instrucciones del fabricante. El resumen del protocolo 

fue el siguiente:  

• Se sensibilizó la placa de ELISA mediante la adición de 100 µL del anticuerpo de 

captura y se incubó a 4
o
C durante toda la noche. 

• Se lavó la placa 5 veces con 200 µL de tampón de lavado (PBS + 0,05% Tween). 

• Se bloqueó la placa con 200 µL del diluyente del ensayo durante 1 hora a temperatura 

ambiente. 

• Se lavó la placa 5 veces con 200 µL de tampón de lavado. 

• Se añadieron 100 µL de cada uno de los estándares o muestras a cada pocillo y se 

incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. 

• Se lavó la placa 5 veces con 200 µL de tampón de lavado. 

• Se añadieron 100 µL del anticuerpo de detección y se incubó la placa durante 1 hora a 

temperatura ambiente. 

• Se lavó la placa 5 veces con 200 µL de tampón de lavado. 

• Se añadieron 100 µL de solución de revelado (estreptavidina-HRP) y se incubó durante 

30 minutos a temperatura ambiente. 

• Se lavó la placa 5 veces con 200 µL de tampón de lavado. 
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• Se añadieron 100 µL de solución de sustrato y se incubó durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. 

• Se añadieron 50 µL de solución stop y se leyó en el espectrofotómetro a 450 nm. 

2.4.4. Estudio de subpoblaciones linfocitarias (PBMCs) 

Para evaluar el incremento de actividad del sistema inmunitario en respuesta a la 

inmunoterapia antitumoral, se estudiaron diferentes subpoblaciones linfocitarias de sangre 

periférica mediante el análisis de la expresión de diversos marcadores celulares de superficie, 

en muestras de PBMCs de pacientes obtenidas antes y tras 56 días de haber recibido el 

tratamiento. 

Todas las muestras se analizaron de manera simultánea, para evitar variabilidades inter-

ensayo. Las PBMCs fueron descongeladas según el protocolo detallado en el apartado 1.3 de 

cultivos celulares (Descongelación de células) y dejadas overnight en medio de cultivo X-VIVO 

15-2% HS a una concentración » 1x10
6
 células/ml. A continuación, se lavaron con PBS en 

exceso a 600 g durante 5 minutos y se procedió a la determinación de los distintos marcadores 

celulares según el protocolo descrito en el apartado 1.2.1.2 (Marcaje y detección de antígenos 

celulares mediante citometría de flujo) y al posterior análisis de las distintas subpoblaciones 

(tabla M5). 
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Tabla M5. Listado de anticuerpos monoclonales utilizados en la determinación de las 
subpoblaciones linfocitarias en PBMCs. 

 

2.4.5. Estudio del fenotipo de las células dendríticas  

El análisis fenotípico de las células dendríticas contenidas en la vacuna terapéutica 

administrada a los pacientes se realizó mediante citometría de flujo, utilizando los marcadores 

listados en la tabla M6. Se analizaron distintos marcadores de activación (CD80, CD83, CD86, 

HLA-DR y CCR) para evaluar el grado de activación y maduración de las células cargadas con los 

antígenos tumorales. 

Tabla M6. Listado de anticuerpos monoclonales utilizados en el análisis del fenotipo de células 
dendríticas. 

 
 

Marcador Fluorocromo Descripción Laboratorio

CTLA-4 (CD152) PE Mouse Anti-Human CD152, Clone BNI3 BD Pharmingen™

PD-1 (CD279) APC Mouse anti-Human CD279, Clone, MIH4 BD Pharmingen™

CD3 BV421 Mouse Anti-Human CD3, Clone SK7 BD Horizon™

CD4 BV510 Mouse Anti-Human CD4 Clone SK3 BD Horizon™

CD8 APC-Cy™7 Mouse Anti-Human CD8, Clone SK1 BD Pharmingen™

CD8 PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD8, Clone RPA-T8 BD Pharmingen™

CD25 PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-Human CD25, Clone M-A251 BD Pharmingen™

CD25 PE Mouse Anti-Human CD25, Clone M-A251 BD Pharmingen™

CD28 FITC Mouse Anti-Human CD28, Clone CD28.2 BD Pharmingen™

CD45 BV510 Mouse Anti-Human CD45, Clone HI30 BD Horizon™

CD45RO APC Mouse Anti-Human CD45RO, Clone UCHL1 BD Biosciences

CD45RA APC-H7 Mouse Anti-Human CD45RA, Clone 5H9 BD Horizon™

CD62L FITC Mouse Anti-Human CD62L, Clone SK11 BD Biosciences

CD127 PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD127, Clone HIL-7R-M21 BD Pharmingen™

CCR7 (CD197) PerCP-Cy™5.5 Mouse anti-Human CD197(CCR7), Clone 150503 BD Pharmingen™

Marcador Fluorocromo Descripción Laboratorio

CD80 PE Mouse Anti-Human CD80, Clone L307.4 BD Pharmingen™

CD83 PE Mouse Anti-Human CD83, Clone HB15e BD Pharmingen™

CD86 PE Mouse Anti-Human CD86, Clone 2331 BD Pharmingen™

HLA-DR PE Mouse Anti-Human HLA-DR, Clone G46-6 BD Pharmingen™

CCR7 (CD197) PE Mouse Anti-Human CCR7, Clone 2-L1-A BD Pharmingen™
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2.4.6. RNAseq: immune signatures 

Se realizó el análisis RNA en aquellos pacientes en los que estaba disponible. El RNA 

procedente de las biopsias tumorales fue purificado utilizando RNeasy Mini Kit (Quiagen), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Los análisis de firmas de expresión génica se realizaron en colaboración con el grupo de 

investigación liderado por el Dr Timothy Thompson. 

Una vez obtenido el DNA, se preparó una librería mediante NGS a través del laboratorio 

Macrogen, Inc. y se procedió al análisis de la expresión de los diferentes genes y de las firmas 

de expresión inmunes. El control de calidad se realizó con el software FASTQ. Las secuencias 

adaptadoras se eliminaron con FASTP. El paquete STAR se usó para mapear secuencias al 

genoma de referencia GRCh38 de Ensembl y obtener el número de lecturas por gen. La 

expresión génica se normalizó utilizando la transformación de estabilización de varianza 

implementada en el paquete DESeq2 para R. Esta expresión génica normalizada fue utilizada 

para analizar dos firmas de expresión génica. En primer lugar, se analizó una firma 

previamente publicada (GEP, gene expression profile) (356), con un perfil de expresión de 

inflamación de linfocitos T. En segundo lugar, se analizó una firma de 10 genes generada in 

house (IMMETCOLS, immune-metabolic signature) que discrimina a los pacientes a través del 

tipo de tumor en 3 clústeres inmuno-metabólicos distintos. 

2.4.7. Tipificación HLA 

Se realizó la evaluación de HLA (human leukocyte antigen) en muestras de PBMCs de los 

pacientes del ensayo. Los alelos estudiados fueron HLA-A, B, C, DR y DQ, utilizando la 

tecnología PCR-SSO (sequence specific oligonucleotides) para su tipificación. La PCR-SSO 

consiste en la amplificación de los loci HLA mediante PCR con la subsiguiente hibridación del 

producto amplificado con sondas de oligonucleótidos de secuencia específica marcadas con 

fluorocromos. Para ello, 20 – 80 ng de DNA fueron amplificados e hibridados con los primers y 

sondas de los kits Lifecodes HLA eRes Typing kit (GenProbe) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La intensidad media de fluorescencia (MFI) fue determinada mediante un equipo 

Luminex
Ò

 200TM y el análisis se llevó a cabo mediante el programa Matchit!
Ò

DNA (lifecodes). 

2.5. Evaluación de la eficacia clínica del tratamiento 

Para evaluar la respuesta clínica al tratamiento, se realizaron determinaciones basales 

(dentro de los 28 días anteriores a la inclusión), previas al tratamiento (dentro de los 7 días 

anteriores al inicio del tratamiento) y en diferentes momentos a lo largo del tratamiento 
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(semanalmente durante el primer mes y posteriormente cada 8 semanas hasta progresión de 

la enfermedad), conforme a los criterios RECIST 1.1. 

2.5.1. Evaluación tumoral 

Tras la evaluación basal, las subsiguientes evaluaciones se realizaron siguiendo los criterios 

RECIST 1.1 de manera sistemática cada 8 semanas (± 1 semana) hasta progresión tumoral. Para 

ello, se realizaron tomografía computarizada (TAC) de tórax y región abdominopélvica, examen 

físico y análisis sanguíneo de proteína C reactiva (PCR), antígeno carcinoembrionario (CEA 

carcinoembriogenic antigen) y lactato deshidrogenasa (LDH). 

Los criterios RECIST 1.1 se usaron para evaluar la respuesta de los pacientes al tratamiento 

determinando los tiempos de supervivencia libre de progresión (PFS, progression free survival), 

categorizando la respuesta tumoral objetiva de la siguiente manera: 

• Respuesta completa (CR, complete response). 

• Respuesta parcial (PR, partial response). 

• Enfermedad estable (SD, stable disease). 

• Progresión de la enfermedad (PD, progression of disease). 

• No evaluable (NE). 

La progresión de la lesión diana se calculó en comparación al momento en el cual la carga 

tumoral fue mínima (es decir, la suma más pequeña de diámetros registrados previamente en 

el estudio). En ausencia de progresión, se calculó la respuesta tumoral (CR, PR, SD) en 

comparación con las mediciones tumorales basales obtenidas antes de la inclusión. 

2.5.2. Hiperprogresión tumoral 

Debido a la falta de consenso en lo relativo a la hipreprogresión tumoral (HPD, 

hyperprogression disease), y considerando los criterios descritos por otros autores (356–359), 

el equipo multidisciplinar en nuestra institución definió HPD siguiendo estos criterios: 

• Progresión de la enfermedad en la primera evaluación (8 semanas tras haber recibido la 

primera dosis del tratamiento). 

• Incremento de > 50% de tamaño en las lesiones diana entre la determinación basal y la 

primera evaluación radiológica. 

• Niveles de LDH > 2 veces el límite superior de normalidad (upper limit normal, ULN < 

234 U/mL) 
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• Deterioro clínico con un incremento del estado funcional ECOG > 2 durante las primeras 

8 semanas del tratamiento. 

En los pacientes que cumplieron al menos 3 de los criterios anteriormente mencionados, se 

definió que presentaban HPD, mientras que en aquellos que cumplieron menos de 3 de estos 

criterios se les consideró como PD. 

2.6. Estadística  

Con el diseño minimax de dos etapas de Simon, el estudio se planteó para reclutar a 33 

pacientes y detectar un incremento del 20% en la PFS a los 6 meses 

La PFS y la supervivencia global (OS, overall survival) fueron analizadas con las curvas de 

Kaplan-Meier y comparadas con un log-rank test estratificado. Ajustamos el modelo de 

regresión de Cox para OS y PFS. El análisis se realizó con el software estadístico R. 

Para comparar dos grupos independientes se usó la prueba paramétrica t-Student. Para las 

distribuciones no normales se usaron los tests no paramétricos de Kruskal-Walls, U-Mann-

Whitney o Wilcoxon. Para comparar tres o más grupos independientes se usó el análisis de la 

varianza (ANOVA). En ambos análisis se consideraron diferencias significativas aquellos valores 

de p inferiores a 0.05, representando con * si p < 0.05; ** si p < 0.01 y *** si p < 0.001. En los 

gráficos se representa la desviación estándar (SD). Los cálculos para estos análisis estadísticos 

se hicieron utilizando el software Prism versión 8.0 (Graph Pad Software, La Jolla, CA, USA). 
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Los resultados expuestos en la presente tesis se han estructurado en dos grandes bloques: 

por un lado la parte pre-clínica, donde se estudió en primer lugar la inmunogenicidad de la 

combinación de células dendríticas y bloqueantes de las vías inhibidores mediante la respuesta 

alogénica y en segundo lugar la inmunogenicidad en el contexto del cáncer colorrectal y la 

caracterización del microambiente tumoral en este tipo de cáncer; y por otro lado el uso en un 

ensayo clínico de estas dos terapias combinadas, tanto a nivel in vitro (basado en la 

monitorización de la respuesta inmunitaria) como a nivel clínico (basado en la evaluación de la 

respuesta al tratamiento). En base a estos apartados que se sucedieron de forma cronológica, 

se exponen a continuación los resultados obtenidos. 

1. Pre-clínica: 

1.1. Estudios de inmunogenicidad in vitro 

A pesar del amplio uso de las vacunas de células dendríticas en el tratamiento de diversos 

tumores, la eficacia clínica que han mostrado hasta la fecha ha sido limitada (297). La aparición 

de los immune checkpoints inhibitors (ICI) ha revolucionado el tratamiento contra el cáncer, 

logrando respuestas prometedoras en tumores hasta ahora considerados incurables (233), sin 

embargo, existen diversos tipos de tumores en los cuales resultan ineficaces (234). La 

respuesta alogénica generada por las células dendríticas depende mayoritariamente de la 

expresión de moléculas coestimuladoras, por ello la presencia de ICI puede suprimir los 

mecanismos bloqueantes que inhiben la respuesta de los linfocitos T. Por este motivo, el 

primer objetivo que nos planteamos fue analizar in vitro el efecto de la combinación de estas 

dos aproximaciones (células dendríticas con un inhibidor de la vía PD-1/PD-L1). 

Este planteamiento se llevó a cabo mediante ensayos de proliferación celular, en los cuales 

se utilizaron como células efectoras PBMCs de donantes sanos y se evaluó la capacidad de las 

DCs maduras (de otros donantes sanos no relacionados) de generar una respuesta alogénica. 

También se añadió un inhibidor de PD-L1 (en este caso, atezolizumab) para ver el efecto 

combinado de ambas aproximaciones y así poder compararlo con el efecto individual de cada 

una de ellas (figura R1). Las DCs se cargaron con distintos neoantígenos tumorales. También se 

analizaron las concentraciones de INF-g en el sobrenadante de estos cultivos. 
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Figura R1. Experimento para estudiar la respuesta alogénica in vitro. DCs, células dendríticas; LT, 

linfocitos T. 

Se analizaron los datos de proliferación celular autóloga en 12 pacientes, con DCs cargadas 

con 3 neoantígenos tumorales diferentes (prot, pept 13 y pept 19), observando los cpm de 

cada paciente en cada una de las condiciones de cultivo:  

1. DCs cargadas con los diferentes neoantígenos + isotipo 

2. DCs cargadas con los diferentes neoantígenos + atezolizumab 

3. DCs sin péptidos (control negativo) + isotipo 

4. DCs sin péptidos (control negativo) + atezolizumab 

En las siguientes gráficas (figura R2A) pueden verse los resultados de proliferación y 

producción de INF-g de cada uno de los pacientes analizados. Se puede observar como las DCs 

tienen la capacidad de generar una respuesta inmune mayor en presencia de atezolizumab en 

la mayoría de los pacientes evaluados (9/12, 75%). Los resultados se correlacionan con los 

niveles de INF-g de los sobrenandantes analizados. 

También se realizó el mismo experimento con DCs y PBLs alogénicas. El efecto observado 

fue el mismo, con un incremento en la proliferación y la liberación de INF-g en presencia de 

atezolizumab, comparado con el efecto sólo de las DCs (figura R2B).  

DCs con Ag tumoral 
+ isotipo

DCs sin Ag 
+ isotipo

DCs con Ag tumoral 
+ atezolizumab

DCs sin Ag 
+ aztezolizumab

PBMCs +

Efecto de las DCs Efecto de la 
combinaciónControl negativo Efecto del 

atezolizumab
Ratio DCs : LT = 1:20

Proliferación –
Timidina-Tritiada

Producción IFN-g
(ELISA)
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Figura R2. Análisis de la respuesta inmune generada por las células dendríticas (DCs), en 
combinación con anti-PDL-1 (atezolizumab). Datos individuales de respuesta autóloga (A) y de 

respuesta alogénica (B). Datos de proliferación con timidina tritiada (cpm, en verde) y de 

producción de citocinas (INF-g, pg/mL, en morado).  

Para poder analizar todos los pacientes de manera global, se calculó el índice de 

estimulación (SI, stimulation index), dividiendo los cpm de las proliferaciones con cada 

neoantígeno entre las cpm del control negativo (DCs sin péptidos tumorales). (Figura R3). 

 

Figura R3. Análisis global de la respuesta autóloga generada por las DCs, en combinación 

con anti-PDL1. Datos de proliferación (A) y producción de INF-g (B). Stimulation index (SI)= 

Specific proliferation DC (Ag) ⁄ Non-specific proliferation DC (negative control). 
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Producción de citocinas
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1.2. Caracterización del microambiente tumoral en pacientes con CCR 

Una vez demostrada la capacidad sinérgica de las células dendríticas y los ICI para estimular 

a los linfocitos T, nos propusimos estudiar este efecto en las propias células de pacientes con 

cáncer colorrectal metastásico, así como profundizar en la respuesta inmunitaria y en el 

microambiente tumoral de este tipo de pacientes, de cara a una posible aplicación clínica de 

este tipo de terapia combinada. 

1.2.1. Características de los pacientes 

Desde enero de 2018 hasta abril de 2021, 32 pacientes fueron incluidos en el estudio pre-

clínico. Se trataba de pacientes diagnosticados con cáncer colorrectal metastásico (CCRm) que 

no habían recibido ningún tratamiento previo a la extracción de las muestras del estudio y que 

habían firmado el consentimiento informado.  

De los 32 pacientes incluidos, en 10 de ellos se obtuvieron, además de las muestras 

iniciales, muestras apareadas tras haber progresado a la primera línea de tratamiento. Todas 

estas muestras fueron utilizadas para el estudio del microambiente tumoral en estos 

pacientes. 

1.2.2. Biopsias tumorales 

Para poder estudiar el microambiente tumoral del CCRm y la potencial eficacia de la terapia 

combinada con DCs e ICI, se llevó a cabo la optimización del protocolo para la generación de 

TILs, líneas y lisados tumorales a partir de las biopsias tumorales extraídas mediante 

endoscopia. Las muestras totales obtenidas de los 32 pacientes incluidos en el estudio fueron 

42 biopsias tumorales, 22 de ellas pertenecientes a 22 pacientes en los cuales sólo se obtuvo 

muestra antes de comenzar el tratamiento del CCRm y otras 20 biopsias correspondientes a 10 

pacientes de los que se disponía de muestras antes y después de haber recibido el tratamiento 

de primera línea y haber progresado. 

Tras la recogida de las biopsias tumorales en un tubo con medio adecuado, éstas fueron 

transportadas hasta la sección de inmunoterapia del Servei d’Immunologia, Centre de 

Diagnòstic Biomèdic (CDB), del Hospital Clínic de Barcelona, donde fueron procesadas para la 

generación de TILs, líneas tumorales y lisados tumorales para se usados junto con las DCs. 

1.2.2.1. Obtención y caracterización de TILs 

Los linfocitos T juegan un papel muy importante en la respuesta anti-tumoral del sistema 

inmunitario para poder eliminar de manera efectiva las células tumorales. A pesar de la 
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situación anatómica del CCR en un entorno altamente infiltrado, el CCR se caracteriza a 

menudo por presentar un fenotipo poco inmunogénico, lo que dificulta el reconocimiento y 

eliminación de las células tumorales, así como su evolución hacia un cáncer de tipo 

metastásico. Esto puede ser debido a la entrada en juego de moléculas inhibidoras, tanto las 

que se expresan en las propias células tumorales (PD-L1, IDO, TIM1, galectin-9…) como las de 

células del sistema inmunitario, como los linfocitos T caracterizados por la expresión de 

marcadores de agotamiento celular (PD1, CTLA-4 TIM3, LAG3…). Debido a esto, es importante 

caracterizar en profundidad el tipo de linfocitos T que se encuentran infiltrando el tumor (TILs) 

para ver como se correlaciona con las respuestas clínicas, así como utilizar estos TILs para 

analizar in vitro su capacidad para ser estimulados en respuesta a distintos tipos de 

tratamientos antitumorales. 

 

Figura R4. Obtención de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) a partir de biopsias de cáncer 

colorrectal metastásico. Se muestran el tiempo de expansión en cultivo (días) y el nº obtenido. 

De las 42 muestras procesadas, se consiguió generar TILs en 38 de ellas (90%). Tras 2 

semanas de expansión en cultivo, se obtuvo un mínimo de 4x10
6
 células, con una media de 

expansión de 35,3x10
6
 en un rango de 4 a 108 millones de TILs (figura R4). 

Una vez obtenidos los TILs, se procedió a su caracterización (figura R5). Para ello, se realizó 

un fenotipo mediante citometría de flujo para ver la expresión extracelular de los marcadores 

CD3, CD4, CD8 PD-1 y CTLA-4. Como puede verse en la figura R5B, se encontró un gran 

predominio de la población CD4 con respecto a las CD8 (91,7% vs 5,55%). En cuando a la 

Biopsias Pacientes TILs Líneas

n 25 20 23 (92%) 5 (20%)
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expresión extracelular de los marcadores de agotamiento celular (figura R5D), se encontraron 

unos niveles de PD-1 y de CTLA4 del 2% y el 1%, respectivamente, siendo bastante similar 

tanto en CD4 como en CD8. 

 

Figura R5. Fenotipo extracelular de los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) obtenidos de las 

biopsias en pacientes con cáncer colorrectal mestastásico. Porcentaje de CD3 (A); % de linfocitos 

CD4 y CD8 (B); ratio CD4/CD8 (C); marcadores de exhaustion a nivel extracelular (D); fenotipo 

intracelular de los TILS (E). 

Además de la expresión extracelular de los marcadores anteriormente mencionados, 

también se llevó a cabo un estudio de subpoblaciones linfocitarias para determinar la 

polarización de la respuesta adaptativa llevada a cabo por los linfocitos del microambiente 

tumoral (Th1/Th17 vs Th2/Treg), por lo que se realizaron estudios de detección de antígenos 

intracelulares para caracterizar su perfil de producción de citocinas (figura R5E). 

No se detectó expresión de la citocina anti-inflamatoria IL-10 (< 0,2%), mientras que la 

expresión de IFN-g (47,8% de los TILs CD4+ y el 71% de los TILs CD8+) era el doble con respecto 

a la de IL-17 (21,2% de los CD4+ y el 37,5% de los CD8+). Por lo tanto, los TILs exhibían un perfil 

de tipo Th1 (IL-17-IFNg+). 

A B C

D E
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Si bien es cierto que este fenotipo de los TILs  no refleja de manera precisa su presencia in 

vivo en el tumor debido a la expansión de las células y, ya que la expresión de los distintos 

marcadores de los linfocitos T pueden variar a lo largo del mantenimiento de los mismos en 

cultivo, nos encontramos con la limitación de no tener un número suficiente de células con el 

que poder determinar este fenotipo en el momento de obtención de la muestra tumoral, ya 

que la misma muestras se requiere simultáneamente no sólo para el aislamiento de los TILs, si 

no también para la obtención de líneas y lisados tumorales. Debido al tamaño limitado de la 

biopsia tumoral, nos vimos obligados a realizar una expansión celular previa para obtener un 

número suficiente de células con el que poder llevar a cabo el inmunofenotipo. 

1.2.2.2. Obtención y caracterización de líneas tumorales 

Las DCs diferenciadas ex vivo y cargadas con péptidos sintéticos, lisados de células 

tumorales autólogas y/o alogénicas o células tumorales autólogas inactivadas por irradiación, 

se han usado en el tratamiento de distintas neoplasias, aunque los resultados clínicos 

globalmente se limitan al 10-20% de respuestas. Unos de los aspectos que requiere 

optimización en este tipo de estrategias terapéuticas es la selección adecuada de la fuente de 

antígenos tumorales, siendo un punto clave para que la respuesta inmunitaria sea eficaz en el 

control de la expansión tumoral. La utilización de antígenos autólogos supone la obtención, 

mediante biopsia o muestra quirúrgica, de tejido tumoral que, inactivado, pueda ser utilizado 

para la composición de una vacuna. A pesar de la ventaja que ofrece inmunizar contra el 

tumor del propio paciente que implica la disponibilidad de una gran parte de los antígenos 

tumorales propios, existe algunos inconvenientes, como la dificultad para acceder al tumor, la 

aparición de neoantígenos, o mecanismos de tolerancia que imposibilitan la acción de los 

linfocitos T. 

 La posibilidad de utilizar una mezcla de antígenos tumorales provenientes de líneas 

tumorales estables garantiza: una fuente de antígenos tumorales homogénea para el 

desarrollo de los ensayos clínicos; al ser un producto alogénico hace que éste sea más 

inmunogénico que uno autólogo; y la presencia de mutaciones compartidas entre tumores 

hace que la inmunización se produzca contra neoantígenos, disminuyendo la tolerancia 

inmunitaria y consiguiendo frenar la aparición de nuevas clonas tumorales. 
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Figura R6. Evolución de las líneas celulares en cultivo. Ejemplo de la evolución de las células 

tumorales de un paciente (CCR20) en cultivo a lo largo de 32 días en cultivo.  

Se consiguió generar líneas celulares a partir de 5 de las 42 (12%) muestras procesadas en 

el estudio. Las células se mantuvieron en cultivo una media de 62 días, a lo largo de los cuales 

se apreciaron cambios sustanciales en la apariencia de las células al observarlas en el 

microscopio (figura R6), hasta obtener un número suficiente de células para poder ser 

criopreservadas y posteriormente analizadas. 

En cuanto a la caracterización de estas líneas tumorales, se extrajo DNA y RNA para ser 

analizadas mediante un panel de nanostring Oncomine 22 (que analiza mutaciones en 22 

genes) y mediante la expresión de marcadores epiteliales y mesenquimales, respectivamente. 

También se realizaron tinciones de inmunohistoquímica. 

De las 2 líneas analizadas mediante el panel Oncomine 22 (CCR12 y CCR13), no se 

encontraron mutaciones en ninguna de ellas. Esta ausencia de mutaciones hace pesar que las 

CCR20 - 28/06/2019 CCR20 - 30/07/2019B

A
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líneas celulares obtenidas es poco probable que sean células tumorales, si no otras células 

presentes en el microambiente tumoral, aunque no podemos descartar el papel que juegan en 

el desarrollo del tumor. 

 

Figura R7. Análisis de la expresión de marcadores epiteliales y mesenquimales. Se compararon 

con 2 líneas de cáncer de mama con características opuestas, una fuertemente epitelial (T-47D) y 

otra fuertemente mesenquimal (MDAMB-231). Los marcadores epiteliales empleados son CDH1, 

KRT5 y KRT18 y los marcadores mesenquimales son FN y ZEB1. Se analizaron conjuntamente 7 

muestras: 2 de pre-clínica (CCR12 y CCR13) y 4 de pacientes procedentes del ensayo clínico 

(004POST, 005PRE, 007POST, 009POST y 011POST). Todas las muestras presentaban fenotipo 

mesenquimal. 

Por otro lado, tras el análisis de la expresión de marcadores epiteliales y mesenquimales en 

2 líneas (CCR12 y CCR13), los resultados indicaron un fuerte predominio de características 

mesenquimales en ambas muestras, como puede verse en la figura R7. 

Con respecto a las tinciones anatomopatológicas, realizadas en 2 muestras (CCR19 y 

CCR20), se llevó acabo el análisis de 4 marcadores tumorales: vimentina, actina, CKAE1AE3 y 

CK20. La vimentina es un marcador pan-mesenquimal, relacionado con mayor invasión 

tumoral y mal pronóstico. La actina también es un maracdor mesenquimal que se expresa en 

diversos tipos de tumores tanto musculares como no musculares de partes blandas. CKAE1AE3 

y CK20 son marcadores de citoqueratinas, que indican un fenotipo más epitelial y se expresan 

en diversos adenocarcinomas. Los resultados de las tinciones mediante inmunohistoquímica 

realizadas en 2 de las líneas tumorales disponibles mostraron fenotipos opuestos (como puede 

verse en la figura R8): mientras que CCR20 muestra un fenotipo muy epitelial, con una tinción 
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intensa de las 2 citoquinas analizadas, CCR19 muestra una tinción muy intensa para el 

maracdor mesenquimal vimentina y algo más débil para la actina, aunque también se observa 

una positividad intermedia para la citoqueratina CKAE1AE3. 

 

Figura R8. Tinciones de inmunohistoquímica realizadas en las líneas tumorales generadas. 

Los marcadores analizados fueron vimentina y actina como marcadores mesenquimales y las 

citoqueratinas CKAE1AE3 y CK20 como marcadores epiteliales. 
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1.2.2.3. Obtención de organoides 

Debido a las limitaciones a la hora de conseguir generar líneas tumorales, se cambió a otra 

técnica para intentar generar organoides de cáncer colorrectal, unas estructuras en 3D que 

mantienen una estructura más similar a la propia que se encuentra en el colon (figura R9). Con 

este fin, se procesaron 6 biopsias, de las cuales se consiguieron general organoides en 1 de 

ellas (17%). Esta línea de investigación continúa desarrollándose por otro miembro de nuestro 

grupo de investigación. 

 

Figura R9. Organoides generados a partir de muestras de cáncer colorrectal observados al 

microscopio óptico. 

1.2.2.4. Obtención del lisado tumoral 

Se generó un lisado tumoral en las 42 biopsias obtenidas pertenecientes a los 32 pacientes 

del estudio. Este lisado fue empleado para sensibilizar a las DCs con antígenos tumorales 

autólogos y estimular así la respuesta inmunitaria de los linfocitos T de los propios pacientes 

en los ensayos realizados in vitro. 

1.2.3. Sangre periférica  

Para poder estudiar la capacidad de las DCs a la hora de estimular a los linfocitos T, se 

generaron células dendríticas maduras a partir de sangre periférica de los pacientes. De los 32 

pacientes incluidos en el estudio, se generaron DCs a partir de 42 muestras de sangre 

periférica (22 muestras pertenecientes a pacientes previamente a recibir el tratamiento y 20 

muestras pertenecientes a 10 pacientes antes y tras haber progresado al tratamiento). Los 

PBLs generados durante la obtención de las DCs se usaron como fuente de linfocitos T para 

estudiar en ellos la capacidad de ser estimulados por la combinación de DCs e inhibidores de 
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PD-L1-. Tanto las DCs como los PBLs, una vez obtenidas, fueron criopreservadas hasta el 

momento de ser utilizadas. 

2. Ensayo clínico 

A pesar de que con el diseño del estudio se planteaba incluir a 33 pacientes para poder 

detectar la eficacia del tratamiento, un análisis intermedio recomendó la terminación 

anticipada del estudio por no alcanzar el criterio de valoración principal y aumentar el % de la 

PFS de un 20 a un 40%, por lo que finalmente un total de 19 pacientes fueron tratados con la 

terapia combinada de ADCV y avelumab. 

2.1. Características de los pacientes 

El reclutamiento de los pacientes duró desde abril de 2018 hasta enero de 2019 en 9 

centros hospitalarios españoles. De los 28 pacientes que realizaron el screening, 9 no fueron 

elegibles para entrar en el estudio (3 debido al ECOG, 4 debido a niveles elevados de LDH, 1 

debido a metástasis cerebrales durante el período de screening y 1 debido a que no era 

posible realizar la aféresis). Así, un total de 19 pacientes con CCRm de tipo MSS (10 hombres y 

9 mujeres) fueron incluidos en el estudio. Todos ellos cumplían los criterios de inclusión, 

firmaron el consentimiento informado, se les asignó un código en función del centro de origen 

y fueron tratados con la terapia combinada de ADCV y avelumab y evaluados para ver la 

respuesta al tratamiento.  

Un análisis intermedio (primera etapa del diseño de Simon) recomendó la terminación 

anticipada del reclutamiento debido a que sólo 2 de los 19 pacientes tratados (11%) estaban 

libres de enfermedad a los 6 meses. 

De los 9 centros participantes en el ensayo, finalmente 5 de ellos completaron el 

reclutamiento de pacientes. El centro con un mayor número de pacientes reclutado fue el 

Hospital Clínic de Barcelona, seguido del Instituto Valenciano de Oncología y del Hospital de 

Vall d’Hebron (figura R10). 
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Figura R10. Origen de los pacientes del ensayo clínico. Cinco centros participaron en el 

reclutamiento de los 19 pacientes. 

Las características demográficas de todos los pacientes incluidos en el ensayo están 

descritas en la tabla R1. Los pacientes habían recibido una mediana de 3 líneas previas de 

tratamiento (rango 2 – 5). Todos los pacientes habían recibido previamente irinotecán, 

oxaliplatin y fluoropirimidina, 14 (74%) habían recibido agentes antiangiogénicos 

(bevacizumab y aflibercept), 10 (53%) agentes anti-EGFR (panitumumab y cetuximab), 2 

pacientes regorafenib y 2 pacientes TAS-102 (trifluridina/tipiracilo). Así mismo, el resumen de 

todos los datos basales genómicos y transcriptómicos de los pacientes se encuentra 

representado en la tabla R2. 
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Tabla R1. Características demográficas de los pacientes incluidos en el ensayo. 

 

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group. 

Variable Total (n=19), n (%)
Mediana de edad, (rango), años 62 (32–77)
ECOG basal

0
1

13 (68.4)
6 (31.6)

Sexo
Masculino
Femenin

10 (52.6)
9 (47.4)

LDH basal
<234
>234

11 (57.9)
8 (42.1)

Localización del tumor primario
Recto
Sigma

6 (31.6)
13 (68.4)

Resección tumoral previa
No
Sí

6 (31.6)
13 (68.4)

Número de órganos afectados
1
2
3
4

4 (21.1)
7 (36.8)
5 (26.3)
3 (15.8)

Estadío diagnóstico histológico
II
III
IV

1 (5.3)
2 (10.5)
16 (84.2)

Quimioterapia adyuvante
No
Sí

17 (89.5)
2 (10.5)

Genotipo
BRAF
KRAS
NRAS
Nativo

1 (5.3)
13 (68.4)
0 (0.0)
5 (26.3)

Líneas de tratamiento previas, número
<=2
<=3

3 (15.8)
12 (63.2)

Metástasis hepáticas
No
Sí

6 (31.6)
13 (68.4)

Metástasis pulmonares
No
Sí

5 (26.3)
14 (73.7)

Metástasis ganglionares
No
Sí

11 (57.9)
8 (42.1)

Metástasis peritoneales
No
Sí

13 (68.4)
6 (31.6)
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Tabla R2. Resumen de los datos genómicos y transcriptómicos de los pacientes del ensayo. 

 

*mutación no especificada. BOR, best overall response; SD, stable disease; HPD, hyperprogressive 

disease; PD, progressive disease; NE, no evaluable; DOD, died of disease; AWD, alive with disease. 

2.2. Tratamientos administrados 

2.2.1. Avelumab 

Debido a que los 3 pacientes de la primera cohorte de dosis no experimentaron ninguna 

toxicidad limitante, todos los pacientes recibieron 10 mg/kg de avelumab cada 2 semanas 

hasta que la toxicidad fuera inaceptable o experimentasen progresión de su enfermedad. 

2.2.2. Vacuna de células dendríticas 

El tiempo mediano desde la realización de la aféresis hasta la administración de la vacuna 

fue de 14 días. Se analizó el fenotipo de las vacunas administradas con la caracterización de las 

células dendríticas mediante citometría de flujo. Por un lado, se determinó la pureza de la 

vacuna, con el análisis de posibles impurezas provenientes de otros tipos celulares, mediante 

el estudio de CD3, CD4 y CD19. Por otro lado, también se evaluó el grado de maduración de las 

células dendríticas de la vacuna mediante la determinación del % de expresión y el MFI de los 

marcadores CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7 (figura R11). Todos estos marcadores están 

implicados en la activación y capacidad migración de las células dendríticas, condicionando por 

tanto su capacidad de presentación antigénica a los linfocitos T de manera adecuada para 

generar una respuesta inmune antitumoral eficaz.  

Paciente RAS BRAF GEP IMMETCOLS BOR Supervivencia (meses)
01-001 Wild-type Wild-type No evaluado No evaluado SD DOD (19)
01-003 Wild-type V600E High 3 HPD DOD (4)
01-004 Wild-type Wild-type Low 3 HPD DOD (4)
01-007 Wild-type Wild-type High 3 PD DOD (15)
01-008 Wild-type Wild-type No evaluado No evaluado SD AWD (23+)
01-009 G12V Wild-type Low 3 PD DOD (2018)
01-011 Wild-type Wild-type Low 3 SD DOD (10)
01-012 Wild-type Wild-type High 1 PD DOD (20)
02-002 G12V Wild-type Low 1 PD DOD (17)
02-003 Mutado* Wild-type Low 3 HPD DOD (5)
02-005 G12V Wild-type Low 3 PD DOD (12)
04-001 Wild-type Wild-type High 3 PD DOD (14)
05-001 G12A Wild-type High 3 PD DOD (11)
05-002 Wild-type Wild-type Low 1 HPD DOD (9)
05-004 G13D Wild-type Low 3 PD DOD (21)
05-005 G12A Wild-type No evaluado No evaluado PD DOD (9)
05-006 G12D Wild-type No evaluado No evaluado SD DOD (15)
09-001 G12S Wild-type High 3 PD DOD (6)
09-002 Mutado* Wild-type Low 3 NE DOD (3)
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Figura R11: Fenotipo de las dendríticas de las vacunas administradas a los pacientes ensayo 

clínico. Se muestran los datos del % de expresión (A) y valores de MFI (B) de los distintos 

marcadores analizados: CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7. 

Puede verse como la expresión de los diversos marcadores analizados muestran un rango 

muy amplio de expresión en las distintas vacunas administradas, aunque en la mayoría de los 

casos los marcadores de activación se expresan a altos niveles. 

Tabla R3. Efectos adversos asociados con el tratamiento combinado del 
ensayo. 

 

AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa 

A B
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Tipo de toxicidad Grado 1-2 (%) Grado 3-4 (%)
Fatiga 3 (16) 1 (5)
Fiebre 3 (16) 0 (0)
Vómitos 3 (16) 1 (5)
Anorexia 3 (16) 0 (0)
Diarrea 2 (10) 1 (5)
Artralgia 2 (10) 0 (0)
Prurito 2 (10) 0 (0)
Rash 1 (5) 0 (0)
Síntomas de gripe 1 (5) 0 (0)
Anemia 1 (5) 0 (0)
Incremento de AST 1 (5) 0 (0)
Incremento de  ALT 1 (5) 0 (0)
Hipotiroidismo 1 (5) 0 (0)
Estomatitis 1 (5) 0 (0)
Mialgia 1 (5) 0 (0)
Pneumonitis 1 (5) 0 (0)
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En cuanto a la seguridad del tratamiento, no se observaron efectos adversos graves. Los 

efectos adversos más frecuentes fueron fatiga, diarrea y síntomas de gripe. Por lo general 

ambas terapias fueron bien toleradas, con tan solo un 5% de toxicidades de grado 3-4 (fatiga, 

vómitos y diarrea). Estos datos confirman la seguridad la seguridad de este tipo de terapias, ya 

observados ampliamente en el caso de las células dendríticas, y aportan nuevos datos en el 

caso del avelumab, del cual se tiene menos experiencia en este tipo de pacientes. La incidencia 

de los diferentes tipos de toxicidades está resumida en la tabla R3. 

2.3. Evaluación de la eficacia clínica de la terapia combinada 

El seguimiento de los pacientes incluidos en el ensayo fue llevado a cabo en el servicio de 

Oncología del Hospital Clínic de Barcelona, así como en los demás centros participantes en el 

estudio, por parte de los oncólogos adscritos al proyecto. 

Para valorar la eficacia clínica del tratamiento, se realizaron TACs toracoabdominales a 

todos los pacientes incluidos, en el momento basal y en los seguimientos correspondientes 

cada 8 semanas. Dichos estudios se realizaron en el “Centre de Diagnòstic per la Imatge” (CDI) 

del Hospital Clínic de Barcelona, así como en los demás centros participantes, por parte de los 

radiólogos adscritos al proyecto. 

Además, todos los pacientes incluidos en el ensayo fueron sometidos a analíticas periódicas 

para valorar tanto la toxicidad, como la respuesta clínica al tratamiento. 

2.3.1. Supervivencia libre de progresión 

Todos los pacientes, excepto uno (que experimentó un rápido empeoramiento clínico), 

fueron valorables para la evaluación de la respuesta al tratamiento. En la siguiente tala se 

puede observar los resultados obtenidos tras la evaluación según los criterios RECIST 1.1 de 

respuesta al tratamiento (tabla R4). 
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Tabla R4. Respuesta clínica de los pacientes evaluada por criterios RECIST 1.1. 

 

SD, stable disease; HPD, hyperprogressive disease; PD, progressive disease; NE, no evaluable; PFS, 
progression free survival. 

No se observaron respuestas objetivas al tratamiento. Uno de los pacientes alcanzó una 

enfermedad estable inicial, durante 160 días (con una supervivencia global de más de 696 días, 

continúa vivo). De los 18 pacientes evaluables, 4 (22.2%) presentaron enfermedad estable, 10 

(55,55%) mostraron progresión de la enfermedad y 4 (22.2%) experimentaron hiperprogresión 

de la enfermedad (figura R12). 

 

 

Figura R12. Respuesta clínica de los pacientes 

incluidos en el ensayo. SD, stable disease; PD, 

progressive disease; HPD, hyperprogressive 

disease. 

 

 

 

 

Con respecto a la evolución clínica de los pacientes, en la figura R13 pueden verse pruebas 

de imagen de 5 pacientes realizadas basalmente y a los 2 meses de haber recibido el 

tratamiento. En el paciente 01-004, que experimentó una hiperprogresión de su enfermedad, 

ID paciente Respuesta global Fecha inicio tratamiento Fecha fin de tratamiento Fecha progresión PFS (días)
01-001 SD 29/03/202018 07/11/202018 17/08/202018 130
01-003 HPD 27/04/202018 04/08/202018 06/08/202018 89
01-004 HPD 29/05/202018 02/08/202018 17/08/202018 91
01-007 PD 03/09/202018 04/10/202018 03/11/202018 94
01-008 SD 27/07/202018 05/09/2019 31/01/2019 160
01-009 PD 12/09/202018 31/01/2019 29/11/202018 93
01-011 SD 23/10/202018 20/02/2019 22/02/2019 136
01-012 PD 21/09/202018 17/01/2019 25/01/2019 126
02-002 PD 24/10/202018 15/12/202018 14/02/202018 71
02-003 HPD 09/11/202018 05/01/2019 08/01/2019 89
02-005 PD 21/01/2019 16/03/2016 25/03/2019 74
04-001 PD 06/09/202018 10/11/202018 14/11/202018 76
05-001 PD 02/10/202018 17/01/2019 15/01/2019 134
05-002 HPD 10/10/202018 05/12/202018 29/11/202018 79
05-004 PD 07/11/202018 14/02/2019 2018/02/2019 152
05-005 SD 31/10/202018 21/03/2021 19/02/2019 147
05-006 PD 28/11/202018 27/12/202018 09/01/2019 63
09-001 PD 20/09/202018 16/11/202018 22/11/202018 86
09-002 NE 31/01/2019 15/02/2019 27/03/2019 97

22%

56%

22%

SD PD HPD
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puede apreciarse el gran aumento de las metástasis a nivel hepático. En la figura también 

pueden verse otros ejemplos de la evolución de las lesiones de pacientes que experimentaron 

progresión de la enfermedad y un paciente que experimentó enfermedad estable. 

 

Figura R13. Imágenes radiológicas que muestran el curso clínico de los pacientes. Ejemplos de 5 

pacientes (1 enfermedad estable, 1 hiperprogresión y 3 progresión de la enfermedad). Imágenes de 

CT (tomografía computarizada) basales y 2 meses post-tratamiento. 

El tiempo medio hasta la progresión de la enfermedad (PFS, progression free survival) fue 

de 105 días (mediana 93 días), con un rango de 63 – 160 días (figura R14). 

 

Figura R14. Supervivencia libre de progresión de los pacientes incluidos en el ensayo. 
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2.3.2. Supervivencia global 

A pesar de no haber alcanzado la variable principal del estudio, en cuanto a supervivencia 

libre de progresión en función de los criterios RECIST 1.1, cada vez es más evidente de que éste 

no es un criterio adecuado para valorar la respuesta al tratamiento con inmunoterapia, ya que 

la inmunoterapia, a diferencia de la quimioterapia o terapias dirigidas, necesita una valoración 

clínica de su eficacia a más largo plazo. Una alternativa para realizar una valoración más 

adecuada sería la supervivencia global. Para ello, se realizó un seguimiento mínimo de 6 meses 

desde la fecha de inclusión del último paciente, censurando los pacientes que aún seguían 

vivos a fecha 20/07/2020 (tabla R5). 

Tabla R5. Supervivencia global 

 

OS, overall survival. 

La supervivencia media global fue de 377 días (mediana 367 días), con un rango de 97 – 696 

días (figura R15). 

ID paciente Fecha de iclusión Fecha de exitus Días OS

01-001 09/04/2018 13/11/2019 583,00
01-003 09/05/2018 11/09/2018 125,00
01-004 18/05/2018 23/09/2018 128,00
01-007 01/08/2018 22/11/2019 478,00
01-008 24/08/2018 - 696,00
01-009 28/08/2018 20/02/2020 541,00
01-011 09/10/2018 11/08/2019 306,00
01-012 21/09/2018 28/05/2020 615,00
02-002 04/10/2018 05/03/2020 518,00
02-003 11/10/2018 14/03/2019 154,00
02-005 10/01/2019 12/01/2020 367,00
04-001 30/08/2018 19/10/2019 415,00
05-001 03/09/2018 30/08/2019 361,00
05-002 11/09/2018 01/06/2019 263,00
05-004 19/09/2018 13/06/2020 633,00
05-005 25/09/2018 01/06/2019 249,00
05-006 07/11/2018 26/02/2020 476,00
09-001 28/08/2018 04/02/2019 160,00
09-002 20/12/2018 27/03/2019 97,00
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Figura R15. Supervivencia global 

Trece pacientes recibieron líneas adicionales de tratamiento tras haber abandonado el 

estudio debido a la progresión de la enfermedad. Finalmente, 18 pacientes fallecieron debido 

a la progresión tumoral. 

A pesar de no haber alcanzado el objetivo de incrementar un 40% la PFS a los 6 meses, al 

analizar de forma global los datos obtenidos en el seguimiento clínico, podemos observar que 

la supervivencia global (media de >12 meses) es superior a la documentada en este tipo de 

pacientes (habitualmente de unos 6 meses), con lo que parece que esta terapia puede 

incrementar la supervivencia para estos pacientes que por lo general tienen muy mal 

pronóstico. 

2.4. Monitorización de la respuesta inmunitaria 

Uno de los principales objetivos de este trabajo era la monitorización en profundidad de la 

respuesta inmunitaria de los pacientes incluidos en el ensayo, comparando su situación pre- y 

post-tratamiento, para así poder evaluar la respuesta inmunitaria al tratamiento y comprobar 

si la combinación de células dendríticas cargadas con un lisado tumoral autólogo con un 

inhibidor de la vía PD-L1 eran eficaces a la hora de generar una respuesta inmune específica 

antitumoral. 

Para llevar a cabo una evaluación de la mencionada respuesta inmunitaria antitumoral, se 

obtuvieron muestras de los pacientes previas al inicio del tratamiento (muestras PRE) y 

muestras tras haber recibido 5 dosis de la vacuna, en el día 56 de tratamiento (muestras 

POST). En dichas muestras se estudió la generación y expansión de linfocitos T antitumorales 

(mediante ensayos de proliferación), el fenotipo de dichos linfocitos T (en función de las 
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citocinas producidas en respuesta al lisado tumoral) y también se estudiaron diferentes niveles 

de citocinas y de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica. 

2.4.1. Generación de TILs y líneas tumorales  

A pesar de haber sido incluidos 19 pacientes en el estudio, no se dispuso de muestras 

frescas de biopsias tumorales PRE y POST en todos ellos para poder generar a partir de las 

mismas TILs y líneas tumorales. Las biopsias se enviaban congeladas en aquellos pacientes 

procedentes de centros diferentes al Hospital Clínic de Barcelona, por lo que no se pudieron 

obtener células viables para el aislamiento y cultivo de linfocitos T y de células tumorales. 

Del total de los 19 pacientes incluidos y tratados en el ensayo, obtuvimos biopsias en 10 de 

ellos. En 9 pacientes se obtuvo biopsia PRE y POST tratamiento, mientras que en 1 pacientes 

sólo biopsias PRE tratamiento, haciendo un total de 19 biopsias frescas procesadas. 

Otro de los obstáculos que nos encontramos a la hora de generar TILs y líneas tumorales, 

fue el tamaño limitado de las biopsias que nos encontramos en muchos casos. De las 19 

biopsias procesadas, 13 (68%) proveían del tumor primario de la región colorrectal, extraídas 

mediante colonoscopia, mientras que 4 (21%) fueron obtenidas de metástasis accesibles 

hepáticas y 2 (11%) pulmonares. En estas dos últimas situaciones, las biopsias eran extraídas 

mediante punción dirigida por ecografía (metástasis hepáticas) o por TAC (metástasis 

pulmonares), obteniéndose cilindros de tamaño más limitado en comparación con las 

muestras obtenidas por endoscopia. Puesto que la prioridad del ensayo era tratar a los 

pacientes, la mayoría del material tumoral fue destinado a la preparación del lisado tumoral 

para la vacuna de células dendríticas y al diagnóstico de anatomía patológica, destinando una 

mínima parte de la misma para el cultivo celular (figura R16). 

 

Figura R16. Distribución del material tumoral procedente de las biopsias. La mitad del material 

obtenido fue destinado al diagnóstico anatomopatológico y de la otra mitad restante, 3 cuartos se 
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destinaron a la preparación del lisado tumoral empleado en la vacuna y un cuarto a la generación 

de TILs y líneas tumorales. TILs, tumor infiltrating lymphocytes; AP, anatomía patológica. 

Pese a todas estas limitaciones, a partir de las 19 biopsias frescas conseguimos obtener TILs 

en 2 de ellas (11%), en ambos casos se trataban de biopsias de tumor primario post-

tratamiento. En cuanto a líneas tumorales, se obtuvieron en 8 de ellas (42%): 4 a partir de 

biopsias pre-tratamiento y 4 a partir de biopsias post-tratamiento; de estas 8 biopsias, 3 

proveían de metástasis hepáticas y 5 de tumor primario. 

En lo referente a las 8 líneas tumorales generadas, que se obtuvieron tras una media de 80 

días en cultivo (49 – 124 días), se caracterizaron mediante 3 métodos. Por un lado, se extrajo 

DNA de 4 líneas y se analizaron mutaciones en un panel de 22 genes (Oncomine 22) mediante 

la tecnología de nanoString y por otro, se extrajo también RNA para analizar la expresión de 

distintos marcadores epiteliales y mesenquimales en 4 de las líneas (los resultados de este 

análisis pueden verse en la figura R7, ya que se analizaron de manera conjunta con líneas 

tumorales procedentes de muestras del estudio pre-clínico). En cuanto al panel de Oncomine 

22, de los genes analizados (AKT1, ALK, BRAF, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB4, FBXW7, 

FGFR1, FGFR2, FGFR3, KRAS, MAP2K1, MET, NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN, SMAD4, STK11 y 

TP53), en 1 de las muestras se encontraron mutaciones en PTEN, KRAS y SMAD4 (con una 

frecuencia de alelo mutado del 33 al 50%), mientras que en las otras 3 muestras no se 

identificaron ninguna de las mutaciones incluidas en el panel (tabla R6). 

Tabla R6. Resultados panel Oncomine 22. 

 

Los 22 genes analizados son: AKT1, ALK, BRAF, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ERBB4, FBXW7, 

FGFR1, FGFR2, FGFR3, KRAS, MAP2K1, MET, NOTCH1, NRAS, PIK3CA, PTEN, SAMD4, STK11, TP53.  

También se realizó una caracterización de una de las líneas tumorales obtenidas mediante 

tinciones en de inmunohistoquímica (figura R17). 

ID % células tumorales Mutaciones
GC01/004 No detectado No detectado

GC01/007 No detectado No detectado

GC01/009 40%

• PTEN: c.850G>T; p.(Glu284Ter); frecuencia 
aproximada alelo mutado 33%

• KRAS: c.35G>T; p.(Gly12Val); frecuencia 
aproximada alelo mutado 40%

• SMAD4: c.1081C>T; p.(Arg361Cys); frecuencia 
aproximada alelo mutado 50%

GC01/011 No detectado No detectado
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Figura R17. Tinciones de inmunohistoquímica realizadas en las líneas tumorales generadas. 

GC01/007 POST. Los marcadores analizados fueron vimentina y actina como marcadores 

mesenquimales y las citoqueratinas CKAE1AE3 y CK20 como marcadores epiteliales. 

2.4.2. Citocinas 

El cáncer colorrectal metastásico es uno de los tumores más frecuentes a nivel mundial y 

sin embargo tiene una baja tasa de supervivencia, siendo una de las principales causas de 

muerte relacionadas con cáncer (342,343). A pesar de la aparición de nuevas terapias, como 

vacunas o inhibidores de punto de control, éstas siguen siendo ineficaces en algunos grupos de 

tumores. Debido a estas limitaciones, uno de los objetivos importantes de ese trabajo era 

encontrar biomarcadores de respuesta a estas terapias, para poder seleccionar mejor e 

identificar posteriormente el grupo de pacientes que puedan beneficiarse de este tratamiento. 

Para abordar dicho objetivo, se utilizó un panel de 16 citocinas que incluía SDF1a (CXCL12), 

IL-2, IL-6, IL-10, IL-17a, IL-23, IFNg, MCP1, (CCL2), FasL (CD95L), MMP-9, RANTES (CCL5), VEGF-

A, VEGF-B, VEGF-C, TGFb1 y TGFb3. Se determinó mediante Luminex y ELISA su concentración 

en las muestras de suero obtenidas de los pacientes a día 0 (en el momento basal) y 56 (tras 

haber recibido la quinta vacuna) de tratamiento. De este modo, las muestras de 16 pacientes 

en los cuales se disponía de muestras PRE y POST tratamiento, se analizaron simultáneamente 

(para evitar variaciones inter-ensayo) para comprobar si existía alguna variación en los niveles 

de alguna citocina que se pudiera asociar al afecto del tratamiento ejercido sobre el sistema 

inmunitario. 

ACTINA 20XCK20 20X

CKAE1AE3 20XVIMENTINA 20X
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En la figura R18 pueden verse las variaciones, tanto individuales como globales, de las 

citocinas en las que se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

En la figura R19 pueden verse las variaciones, tanto individuales como globales, de las 

citocinas en las que se encontraron diferencias no significativas. 

 

Figura R18. Análisis global (A) e individual (B) de la expresión de citocinas en suero de pacientes 
que variaron sus niveles de forma significativa. 

 

Figura R19. Análisis global (A) e individual (B) de la expresión de citocinas en suero de pacientes 
que variaron sus niveles de forma no significativa. 
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Como puede observarse en los gráficos anteriormente mencionados, los niveles de 

citocinas y quimiocinas asociadas a progresión tumoral, linfoangiogénesis y metástasis,  

como MCP-1, VEGFC, TGFb, VEGFA o VEGFB, disminuyeron sus niveles tras el tratamiento, 

sugiriendo que la terapia ejerció un efecto estimulante sobre el sistema inmune; mientras que 

MMP-9, una proteasa asociada a peor pronóstico en cáncer, aumenta sus niveles tras el 

tratamiento, aunque no de manera significativa (p=0.1928). Sorprendentemente, SDF1a, una 

quimiocina inducida por estímulos proinflamatorios, mostró un descenso en su concentración 

post-tratamiento (p=0.0479), así como en el caso de la quimiocina RANTES (aunque muy 

sutilmente, p=0.8999). 

No se detectaron niveles en suero de las citocinas IL-2, IL-6, IL-10, IL-17a, IL-23, FasL o IFNg, 

ya fuera en muestras obtenidas antes o después de haber recibido la terapia. 

Si bien es cierto que los cambios observados en los niveles séricos de las citocinas 

estudiadas son sutiles, haciendo difícil afirmar que el tratamiento está ejerciendo un efecto 

estimulante sobre la actividad anti-tumoral del sistema inmune, es difícil detectar efectos 

claros al tratarse de un análisis de muestras en la periferia (y no en el ambiente local del 

propio tumor) así como el número limitado de pacientes estudiados. 

Para poder visualizar de manera más clara los cambios en los niveles de citocinas tras el 

tratamiento, se analizaron las 8 citocinas que mostraron mayores niveles en suero (SDF1a, 

MCP-1, MMP-9, RANTES, VEGFB, VEGFA, VEGFC y TGFb), así como el porcentaje de variación 

de cada una de ellas tras el tratamiento (figura R20). Se aprecia una gran variabilidad de los 

pacientes en los valores de las distintas citocinas, así como en los cambios en las 

concentraciones de las mismas. Las citocinas que más varían sus niveles tras el tratamiento 

son MMP-9, VEGFB, y MCP-1, mientras que aquellas que lo hacen en un mayor número de 

pacientes son VEGFa, TGFb, MCP-1, MMP-9 y RANTES. VEGFa, VEGFc, MCP-1 y TGFb 

disminuyen en la mayoría de pacientes y MMP-9 y RANTES aumentan en un mayor número de 

pacientes. 
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Figura R20. Variaciones de los niveles de citocinas. Muestras pre y post tratamiento en 

números absolutos (A) y en % de aumento de la muestra post-tratamiento con respecto a la 

muestra pre-tratamiento (B). 

2.4.2. Proliferaciones linfocitarias 

El tratamiento administrado a los pacientes tiene como finalidad activar al sistema inmune 

de forma específica frente al tumor (por parte de las células dendríticas cargadas con los 

péptidos tumorales autólogos) y frenar los mecanismos de inhibición expresados en el 
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microambiente tumoral (por parte del inhibidor de PD-L1) para conseguir, conjuntamente, 

superar los mecanismos inmunosupresores y eliminar a las células tumorales. 

Para detectar la capacidad de activación del sistema inmune ejercida por la terapia 

combinada, se determinó la capacidad de generar la activación y proliferación de los linfocitos 

T mediante ensayos de proliferación con timidina tritiada (los linfocitos T incorporan la 

timidina tritiada del medio extracelular cuando proliferan). 

Puesto que en los ensayos de proliferación empleamos células dendríticas autólogas 

cargadas con antígenos tumorales autólogos, las diferencias de activación detectadas pre y 

post tratamiento serán debidas a una activación específica del sistema inmune frente al tumor 

propio. 

 

Figura R21. Análisis individual de las proliferaciones linfocitarias. Muestras pre tratamiento (en 

azul) y post tratamiento (en amarillo), en cada una de las 4 condiciones de cultivo: DCs sin lisado 

tumoral ni anti-PD-L1 (control negativo); DCs con lisado tumoral sin anti-PD-L1 (efecto de la 

vacuna); DCs sin lisado tumoral con anti-PD-L1 (efecto del avelumab); DCs con lisado tumoral y con 

anti-PD-L1 (efecto de la terapia combianada). Cpm, cuentas por minuto; αPDL1, anti- PD-L1; PRE, 

muestras pre-tratamiento; POST, muestras a los 56 días del tratamiento. 
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Para llevar a cabo esta evaluación, se analizaron las muestras de PBMCs y DCs 

pertenecientes a 7 pacientes, obtenidas antes y tras 56 días de haber comenzado el 

tratamiento.  

Los resultados de los pacientes individuales pueden verse en la figura R21. En 4 de los 7 

pacientes estudiados (57%) se observa un efecto mayor en el caso de la combinación de 

células dendríticas con lisado tumoral y anti-PDL1. Sin embargo, sólo observamos que la 

proliferación de los linfocitos fuese mayor tras haber recibido el tratamiento en 3 de los 7 

pacientes analizados (43%). 

Para poder analizar todos los pacientes en conjunto, se calculó la ratio de proliferación: la 

proliferación en cada una de las condiciones con respecto al control negativo (DCs sin lisado 

tumoral y sin anti-PDL1). En este análisis se observa un leve efecto sinérgico de la terapia 

combinada con respecto a cada una de las terapias individuales (figura R22). 

 

Figura R22. Análisis global de la proliferación de linfocitos T en co-cultivo con células dendríticas 

(DCs). Cálculo de la ratio de proliferación: la proliferación de cada una de las condiciones con 

respecto al control negativo (DCs sin lisado tumoral y sin anti-PDL1). De esta manera es posible 

analizar todos los pacientes en conjunto y se observa un leve efecto sinérgico en la terapia 

combinada, así como un mayor efecto post-tratamiento. Cpm, cuentas por minuto; αPDL1, anti- 

PD-L1; PRE, muestras pre-tratamiento; POST, muestras a los 56 días del tratamiento. 

También se analizó el sobrenadante de estos co-cultivos, en los cuales se determinó la 

concentración de la citocina pro-inflamatoria IFNg y de la anti-inflamatoria IL-10 (figura R23). 
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detecta producción de IL-10, los niveles son muy bajos (en todos los pacientes están por 

debajo de los 10 pg/mL, tan sólo ay un paciente con una concentración más elevada, en la cual 

también observamos unos niveles muy elevados de IFNg y de proliferación linfocitaria). 

 

Figura R23. Producción de citocinas en el sobrenadante de los cultivos de las proliferaciones 

linfocitarias. αPDL1, anti- PD-L1; PRE, muestras pre-tratamiento; POST, muestras a los 56 días del 

tratamiento. 

2.4.3. Subpoblaciones linfocitarias (PBMCs) 

Otro de los abordajes para encontrar biomarcadores de respuesta al tratamiento fue el 

estudio de las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica.  

Para detectar signos de un incremento en la actividad del sistema inmune, se analizaron 

diferentes subpoblaciones linfocitarias en 11 pacientes en los cuales se disponía de muestras 

de sangre periférica pre y post tratamiento. Se evaluaron las proporciones de células naïve 

(CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO-), effector (CD62L-CCR7-CD45RA+CD45RO-), stem memory 

(CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO+), central memory (CD62L+CCR7+CD45RA-CD45RO+), effector 

memory (CD62L-CCR7-CD45RA-CD45RO+) T reguladoras (CD4+CD25++CD127low), así como la 

expresión de PD-1 y CTLA-4 en linfocitos CD4 y CD8. 

Como puede verse en la figura R24, no se encontraron variaciones significativas en los 

niveles de las diferentes subpoblaciones linfocitarias analizados comparando las situaciones 

pre y post tratamiento. 
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Figura R24. Subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica (PBMCs) de muestras pre y post 

tratamiento. NAIVE T CELL (CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO-); T EFFECTOR (CD62L-CCR7-

CD45RA+CD45RO-); T EFFECTOR MEMORY (CD62L-CCR7-CD45RA-CD45RO+); T STEMCELL MEMORY 

(CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO+); T CENTRAL MEMORY (CD62L+CCR7+CD45RA-CD45RO+); T 

REGULATORY (CD4+CD25++CD127low). PRE, muestras pre-tratamiento; POST, muestras a los 56 

días del tratamiento. 

También podemos observar la gran variabilidad individual detectada en las diversas 

subpoblaciones linfocitarias analizadas, donde pueden verse tanto aumentos como 

disminuciones de todas las poblaciones, sin encontrarse ningún patrón claro (figura R25). 
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Figura R25. Valores individuales de las subpoblaciones linfocitarias en sangre (PBMCs) pre y post 

tratamiento. NAIVE T CELL (CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO-); T EFFECTOR (CD62L-CCR7-

CD45RA+CD45RO-); T EFFECTOR MEMORY (CD62L-CCR7-CD45RA-CD45RO+); T STEMCELL MEMORY 

(CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO+); T CENTRAL MEMORY (CD62L+CCR7+CD45RA-CD45RO+); T 

REGULATORY (CD4+CD25++CD127low). PRE, muestras pre-tratamiento; POST, muestras a los 56 

días del tratamiento. 

2.4.4. RNAseq: immune-signatures 

Se realizó la extracción de RNA en 25 biopsias tumorales procedentes de 16 pacientes. 

Cuatro biopsias pre tratamiento no pudieron analizarse debido a la baja calidad del RNA 
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apareadas pre y post tratamiento en 5 pacientes, mientras que el resto de biopsias 

correspondían a muestras de 10 pacientes pre tratamiento y 1 paciente post tratamiento. 

Mediante NGS, se llevó a cabo el análisis de expresión de distintos genes en las 21 muestras 

analizadas. 

Tras el análisis de todas las muestras, se agruparon en 3 clusters diferentes de firmas 
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tratamiento y al día 56 del tratamiento, para ver cómo cambiaba el microambiente tumoral 

tras el tratamiento, pero el cambio sólo se observó en algunos pacientes. 

Se analizó la expresión basal de distintos genes según la firma pro-inmune previamente 

publicada (GEP) y según la firma inmunometabólica publicada recientemente por nuestro 

grupo (IMMETOLS), para evaluar si la eficacia al tratamiento estaba relacionada con estas 

firmas. La firma IMMETCOLS clasifica a los pacientes en 3 clusters metabólicos distintos (figura 

R26).  

 

Figura R26. Firmas inmuno-metabólicas de las muestras basales (pre tratamiento). Immune-metabolic 

signature (IMMETCOLS) (A); Gene expression pro-immune signature (GEP) (B). Se agruparon los 15 

pacientes en los cuales se disponía muestra pre tratamiento en diferentes clusters. 

• Los tumores del cluster 1 muestran glucólisis aumentada, la vía de biosíntesis de 

hexosamina, macropinocitosis, síntesis de cetoácidos de cadena ramificada (BCKA), 

enriquecimiento de fibroblastos, de marcadores de EMT (Epithelial-Mesenchymal 

Transition) y de linfocitos T CD8+ exhaustos. También se observa un incremento de HIF-

1a (Hypoxia-inducible factor alpha). En su conjunto, este cluster sugiere que el 
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metabolismo podría estar mediado por un microambiente tumoral con hipoxia, 

deprivado de glutamina y con alta infiltración inmune. 

• Los tumores del cluster 2 tienen incrementadas la oxidación de glutamina y de BCKA, así 

como también de la capacidad gluconeogénica/glucogénica necesaria para la 

supervivencia independiente de glucosa. Las enzimas implicadas en la síntesis de 

glutamina y de la b-oxidación de lípidos también están aumentadas. 

• Los tumores del cluster 3 se caracterizan por una regulación aumentada de SLC1A5 y 

SLC7A5, que promueven la dependencia de células tumorales de la glucosa y aumentan 

la necesidad de citosólica NADPH junto con la regulación al incrementada de G6PD. 

También sugiere la regulación positiva de prolina, y de piezas clave de la lanzadera de 

malato-aspartato, lo cual sugiere de una ganancia en la capacidad de carboxilación 

reductora. 

En lo referente a los 15 pacientes analizados basalmente, en la firma IMMETCOLS se 

asociaron 12 pacientes (80%) al cluster 3 y tres pacientes (20%) al cluster 1, mientras que 

ninguno se asoció al cluster 2. Esta distribución cambió tras el tratamiento: se asociaron 9 

pacientes al cluster 1 (60%), 3 pacientes al cluster 2 (20%) y 3 pacientes al cluster 3 (20%). De 

los 5 pacientes en los que se disponía de muestras apareadas pre y post tratamiento, sólo se 

observó el cambio de un cluster a otro en 1 paciente (01/007), que antes del tratamiento 

estaba se asociaba al cluster 1 y después del tratamiento al cluster 2. En la figura R27 podemos 

ver la distribución de los pacientes en los distintos clusters antes y después de haber recibido 

el tratamiento. 

 

Figura R27. Firma inmuno-metabólica IMMETCOLS de las muestras pre y post tratamiento.  



Resultados 
 

 153 

Resultados 

 
Figura R28. Firmas inmuno-metabólica en biopsias hepáticas antes y después del tratamiento. 

Firma IMMETCOLS (A) y firma GEP (B). 

Para ver la influencia que el tratamiento pudo ejercer sobre el microambiente tumoral y 

estas firmas inmunes, analizamos biopsias de metástasis hepáticas antes y después del 

tratamiento en 5 pacientes mediante ambas firmas (figura R28). Dos pacientes (01-007 y 01-

012) cambiaron su firma GEP de GEPhigh a GEPlow tras el tratamiento y un paciente (01-011) 

cambió de GEPlow a GEPhigh. En la firma IMMETCOLS, 1 paciente (01-011) pasó del cluster 3 al 

cluster 1 tras el tratamiento. 

De manera global, 143 genes cambiaron su expresión de manera significativa tras el 

tratamiento. La mayoría disminuyeron sus niveles de expresión tras el tratamiento. En la tabla 

R7 podemos ver los 20 genes que disminuyeron su expresión en mayor medida, en 

comparación con las muestras pre-tratamiento. En la figura R29 podemos ver las variaciones 

de todos los genes analizados, tanto los que cambiaron su expresión de manera significativa 

como los que no. Los procesos biológicos que experimentaron mayores cambios de expresión 

de genes fueron aquellos implicados en el metabolismo y transporte de lípidos (APO1A, 
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ANGPTL3, ADH1, APOA2, APOF, APOC3, RBP4, MTTP, APOA5, ABBC2, SLC27A5, LRP4), 

respuesta inflamatoria y regulación de la respuesta inmune efectora (PLA2G2A, HRG, 

SERPINC1, CFHR2, CFHR5, PLG, C9, F2, ARG1, CCL16, CPNE7) y metabolismo y transporte del 

ácidos carboxílicos, hidroxi orgánicos y compuestos ácidos (ADH1A, TAT, PON1, CES1, CYP2E1, 

ACSM2A, CDO1, UGT2B4, UGT2B7, PIPOX). 

 

Figura R29. Volcano plot representando los genes analizados que cambiaron su expresión de 
manera significativa (en naranja) y no significativa (en azul) 
 

Tabla R7. Top 20 genes que disminuyeron su expression post-
tratamiento en comparación con las muestras pre-tratamiento.  
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2.4.5. Tipificación HLA 

De cara al posterior análisis de correlación entre los diferentes alelos HLA y la respuesta 

clínica al tratamiento, se realizó la tipificación de los alelos HLA de los 18 pacientes evaluables 

incluidos en el ensayo clínico (tabla R8). 

Tabla R8. Tipificación HLA de los pacientes evaluables incluidos en el estudio. Los alelos 
analizados fueron A*, B*, C*, DRB1*, DQB1* y DQA1* (página siguiente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene.name log2FoldChange "-Log10 Pvalue" p value

APOA1 -6,61 12,67 2,16E-13
PLA2G2A -6,00 12,57 2,72E-13

F9 -5,93 11,94 1,14E-12
ANGPTL3 -6,05 11,51 3,11E-12
HRG -4,75 10,76 1,73E-11

ADH1A -5,77 10,42 3,77E-11
APOA2 -5,29 10,16 6,90E-11
CPN2 -5,22 9,85 1,41E-10
APOF -6,73 9,80 1,60E-10
APOC3 -6,52 9,74 1,81E-10
CFHR2 -5,58 9,72 1,89E-10
TAT -5,26 9,70 1,99E-10
KNG1 -4,66 9,32 4,80E-10
PLG -4,70 9,29 5,09E-10
AFM -5,68 8,76 1,76E-09
MTTP -4,16 8,72 1,91E-09
APOA5 -4,64 8,14 7,27E-09
CYP8B1 -4,87 8,05 8,83E-09
SAA2 -4,99 8,04 9,05E-09
C9 -4,42 7,87 1,36E-08
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2.5. Detección de biomarcadores de respuesta al tratamiento combinado 

2.5.1. Citocinas 

 De las 16 citocinas analizadas, se detectaron niveles séricos pre y/o post tratamiento en 8 

de ellas. De ellas, todas se asocian a mal pronóstico en cáncer, excepto RANTES y SDF1a, que 

aparecen tras una estimulación del sistema inmune. 

Para estudiar si los niveles de algunas de estas 8 citocinas se podían relacionar con la 

respuesta al tratamiento, se compararon distintos grupos de pacientes en función de su 

respuesta clínica. 

En primer lugar, se dividió a los pacientes en 2 grupos en función de su supervivencia: 

aquellos que mostraron una supervivencia superior a la media se definieron como long 

survivals (LS) y aquellos que mostraron una supervivencia inferior a la media se definieron 

como short survivals (SS). De las 8 citocinas analizadas, se detectaron diferencias 

estadísticamente significativas en SDF1a, MMP-9 y VEGF-C.  

Con respecto a SDF1a, sólo disminuye de manera significativa en el grupo de los LS 

(p=0,0156) y no en el grupo SS (p=0,6875) (figura R30A), lo cual resulta sorprendente, ya que 

esta citocina se asocia a una estimulación del sistema inmune, con lo que podemos decir que 

esta citocina no sería un biomarcador adecuado de respuesta. Tampoco encontramos 

diferencias al comparar los niveles pre-tratamiento y post- tratamiento entre los dos grupos de 

diferente supervivencia. 

 

Figura R30. Niveles de citocinas – supervivencia.  Niveles de citocinas que cambiaron sus niveles 

de forma estadísticamente significativa en función de la supervivencia. LS, long survival; SS, short 

survival; PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras post tratamiento. 

Con respecto a MMP-9, los niveles aumentaron de manera estadísticamente significativa 

tras el tratamiento en el grupo de LS (p=0,0391) pero no en el grupo de SS (p>0,99) (figura 
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R30B). Este aumento, por tanto, permitiría relacionar MMP-9 como una citocina de buen 

pronóstico en este tipo de pacientes, a pesar de ser una citocina que se asocia a mal 

pronóstico. Al igual que sucedía con SDF1a, tampoco encontramos diferencias al comparar los 

niveles pre-tratamiento y post- tratamiento entre los dos grupos de diferente supervivencia. 

En el caso de VEGF-C, sus niveles disminuyeron de manera significativa tanto en LS como en 

SS (p=0,0078 y p=0,0156, respectivamente) (figura R30C), aunque esta disminución fue más 

acusada en el grupo de LS. Aunque esta disminución en los niveles de VEGF-C es un buen 

indicador de la estimulación del sistema inmune y por tanto de la respuesta al tratamiento, 

puesto que sus niveles disminuyen en ambos grupos de pacientes, no nos sirve como 

biomarcador para discriminar una mejor respuesta clínica al tratamiento. No encontramos 

diferencias significativas al comparar los niveles pre-tratamiento y post- tratamiento entre los 

dos grupos de diferente supervivencia. 

  

Figura R31. Niveles de citocinas – supervivencia.  Niveles de citocinas que no cambiaron sus 

niveles de forma estadísticamente significativa en función de la supervivencia. LS, long survival; SS, 

short survival; PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras post tratamiento. 

En relación al resto de citocinas analizadas, no se encontraron diferencias significativas en 

sus niveles entre los dos grupos de LS y SS (figura R31). Los valores de significación estadística 

de todos los grupos y citocinas están incluidos en la tabla R9. 
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Tabla R9. Valores estadísticos de p de los niveles de citocinas en los distintos subgrupos de 

pacientes analizados en función de su supervivencia. 

 

LS, long survival; SS, short survival; PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras post 

tratamiento. 

En segundo lugar, se estudiaron los distintos niveles de las citocinas en relación a los 

pacientes con hiperprogresión, para lo cual se dividió a los pacientes en 2 grupos: aquellos que 

habían experimentado hiperprogresión (HPD) y aquellos que no (PD). De las 8 citocinas 

analizadas, se detectaron diferencias estadísticamente significativas en SDF1a, VEGF-A y VEGF-

C (figura R32).  

En los 3 casos, los niveles de citocinas descendieron de manera significativa tras el 

tratamiento sólo en el grupo de PD. En cuanto a SDF1a, en el grupo de HPD los niveles 

aumentan (aunque no de manera significativa), lo cual podría explicarse porque durante la 

hiperprogresión se produce también una sobre-estimulación del sistema inmune y que podría 

coincidir con el momento en el cual se recogió la muestra para analizarla. Los niveles de VEGF-

A aumentaron post-tratamiento en el grupo de HPD (aunque no significativamente), lo cual se 

puede asociar con el empeoramiento de la enfermedad. No encontramos diferencias 

significativas al comparar los niveles pre-tratamiento y post- tratamiento entre los dos grupos 

de HPD. 

 

PRE vs POST

LS vs SS

PRE vs POST LS PRE vs POST SS PRE vs PRE POST vs POST

SDF1a (CXCL12) 0,0479 0,0156 0,6875 0,5344 0,7567

VEGFB 0,8311 >0,9999 0,9375 0,0860 0,2478

MCP1 (CCL2) 0,0443 0,1641 0,2969 0,3510 0,8371

VEGFa 0,0739 0,0977 0,5781 >0,9999 0,4698

MMP-9 0,1928 0,0391 >0,9999 0,920182 0,6806

RANTES (CCL5) 0,8999 >0,9999 >0,9999 0,8371 0,6806

TGFb 0,7436 >0,9999 0,6875 0,920182 0,920182

VEGFc <0,0001 0,0078 0,0156 0,7369 0,8173



Inmunoterapia del cáncer colorrectal con anti-PD-L1 y células dendríticas 

 

 

    160 

 

Figura R32. Niveles de citocinas – hiperprogresión.  Niveles de citocinas que cambiaron sus niveles 

de forma estadísticamente significativa en función de la supervivencia: SDF1a (A), VEGFA (B) y 

VEGFC (C). HPD, hiperprogresión; PD, progresión; PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras 

post tratamiento. 

En relación al resto de citocinas analizadas, no se encontraron diferencias significativas en 

sus niveles entre los dos grupos de HPD y PD (figura R33). Los valores de significación 

estadística de todos los grupos y citocinas pueden verse en la tabla R10. 

 

Figura R33. Niveles de citocinas – hiperprogresión.  Niveles de citocinas que no cambiaron sus 

niveles de forma estadísticamente significativa en función de la supervivencia: MMP-9, RANTES, 

MCP-1, TGFb y VEGFB. HPD, hiperprogresión; PD, progresión; PRE, muestras pre tratamiento; 

POST, muestras post tratamiento. 
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Tabla R10. Valores estadísticos de p de los niveles de citocinas en los distintos subgrupos de 

pacientes analizados en función de si experimentaron o no hiperprogresión. 

 

HPD, hiperprogresión; PD, progresión de la enfermedad; PRE, muestras pre tratamiento; POST, 

muestras post tratamiento. 

En tercer lugar, se compararon los distintos niveles de las citocinas en relación a la 

enfermedad estable, para lo cual se dividió a los pacientes en 2 grupos: pacientes que 

progresaron (PD) y pacientes que consiguieron estabilizar la enfermedad (SD). 

De las 8 citocinas analizadas, se detectaron diferencias estadísticamente significativas en 4 

de ellas: SDF1a, VEGF-C, MCP-1 y MMP-9 (figura R34).  

 

Figura R34. Niveles de citocinas – enfermedad estable.  Niveles de citocinas que cambiaron sus 

niveles de forma estadísticamente significativa en función de la supervivencia: SDF1a (A), VEGFC 

(B), MCP1 (C) y MMP-9 (D). SD, enfermedad estable; PD, progresión; PRE, muestras pre 

tratamiento; POST, muestras post tratamiento. 
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PRE vs POST HPD PRE vs POST PD PRE vs PRE POST vs POST

SDF1a (CXCL12) >0,9999 0,0137 0,520187 0,8599

VEGFB 0,8750 0,8125 0,9747 0,2346

MCP1 (CCL2) 0,6250 0,0640 0,1033 0,6835

VEGFa 0,6250 0,0269 0,3791 0,3791

MMP-9 >0,9999 0,1099 0,8615 0,6835

RANTES (CCL5) >0,9999 0,9697 0,3791 0,9527

TGFb >0,9999 0,9097 0,6835 0,2615

VEGFc 0,1250 0,0015 0,4313 0,3022
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Los niveles de SDF1a disminuyeron tras el tratamiento sólo en el grupo de los pacientes que 

progresaron (p=0,048, figura R34A), lo cual podría ser un indicador de mal pronóstico, ya que 

sus niveles se mantienen más elevados en los pacientes con enfermedad estable.  

Los niveles de VEGF-C y MCP-1 disminuyen significativamente sólo en el grupo de PD 

(p=0,0269 y p=0,0005, figura R34B y R34C), lo cual resulta inesperado, ya que cabría esperar 

que sus niveles disminuyeran de manera más acusada en el grupo de SD, por lo tanto, la 

medición de estas citocinas no nos permitiría discriminar pacientes con mejor respuesta 

clínica.  

No encontramos diferencias significativas al comparar los niveles pre-tratamiento y post- 

tratamiento entre los dos grupos de PD y SD, excepto en el caso de MMP-9 (figura R34D), 

cuyos niveles pre-tratamiento son menores en el grupo de pacientes con SD (p=0,0418). Esto 

podría indicar que los pacientes con menores niveles basales de MMP-9 parten de un entorno 

menos inmunosuprimido que permite alcanzar una enfermedad estable con mayor 

probabilidad. 

En relación al resto de citocinas analizadas, no se encontraron diferencias significativas en 

sus niveles entre los dos grupos de SD y PD (figura R35). Los valores de significación estadística 

de todos los grupos y citocinas pueden verse en la tabla R11. 

 

Figura R35. Niveles de citocinas – enfermedad estable.  Niveles de citocinas que no cambiaron sus 

niveles de forma estadísticamente significativa en función de la supervivencia: VEGFA, RABTES, 

TGFb y VEGFB. SD, enfermedad estable; PD, progresión; PRE, muestras pre tratamiento; POST, 

muestras post tratamiento. 
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Tabla R11. Valores estadísticos de p de los niveles de citocinas en los distintos subgrupos de 

pacientes analizados en función de si experimentaron o no enfermedad estable. 

 

SD, enfermedad estable; PD, progresión de la enfermedad; PRE, muestras pre tratamiento; POST, 

muestras post tratamiento. 

Por último, se compararon los distintos niveles de las citocinas en relación a las distintas 

firmas de expresión inmunitarias de RNAseq, para lo cual se dividió a los pacientes en 2 

grupos: pacientes con la firma que presenta un entorno más inmunosuprimido, GEP low-

IMMETCOLS low (GEPl/IMMl) y pacientes que tenían el resto de firmas (OTROS).  

 

Figura R36. Niveles de citocinas – firmas inmuno-metabólicas.  Niveles de citocinas que cambiaron 

sus niveles de forma estadísticamente significativa en función de las firmas de expresión inmuno-

metabólicas: SDF1a (A), VEGFC (B), VEGFC (C) y VEGFA (D). GEPl/IMMl, GEP low-IMMETCOLS low; 

OTROS, pacientes que tenían el resto de firmas; PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras 

post tratamiento. 

SD

PRE vs POST SD PRE vs POST otros PRE vs PRE POST vs POST

SDF1a (CXCL12) 0,5000 0,0488 0,8599 0,52018

VEGFB 0,5000 0,3594 0,9253 0,7407

MCP1 (CCL2) 0,8750 0,0269 0,2615 0,6835

VEGFa 0,1250 0,3013 0,3165 0,6835

MMP-9 0,1250 0,6221 0,0420 0,5209

RANTES (CCL5) 0,6250 0,9097 0,4462 0,9527

TGFb 0,2500 0,8501 0,8615 0,1703

VEGFc 0,2500 0,0005 0,5368 0,2484
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De las 8 citocinas analizadas, se detectaron diferencias estadísticamente significativas en 

SDF1a, VEGF-C y VEGF-A (figura R36).  

Los niveles de SDF1a son más elevados pre-tratamiento en el grupo GEPl/IMMl (p=0,0361, 

figura R36A), lo cual es sorprendente ya que este grupo está más inmunosuprimido y 

esperaríamos unos niveles más bajo que en el resto de pacientes que presentan unas firmas 

de expresión más inmuno-activadas. 

Los niveles de VEGF-C disminuyen tras el tratamiento en ambos grupos de pacientes, 

aunque de manera menos significativa en el grupo GEPl/IMMl (p=0,0312 vs p=0,0156, figura 

R36B), lo cual nos refleja el entorno más inmunosupresor de este grupo y podríamos tomar 

una bajada acusada en los niveles de esta citocina como un indicador de un microambiente 

tumoral menos inmunosupresor. 

 

Figura R37. Niveles de citocinas – firmas inmuno-metabólicas.  Niveles de citocinas que no 

cambiaron sus niveles de forma estadísticamente significativa en función de las firmas de expresión 

inmuno-metabólicas: MCP-1, MMP-9, RANTES, TGFb, VEGFB. GEPl/IMMl, GEP low-IMMETCOLS 

low; OTROS, pacientes que tenían el resto de firmas; PRE, muestras pre tratamiento; POST, 

muestras post tratamiento. 
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Los niveles de VEGF-A disminuyen tras el tratamiento sólo de manera significativa en el 

grupo OTROS (p=0,0312, figura R36C). Esto nos podría servir para utilizar VEGF-A como 

indicador en los pacientes que se poseen un microambiente más inmunosuprimido, ya que en 

este grupo de pacientes veremos que los niveles de esta citocina y, por tanto, la 

inmunsupresión, no disminuyen.  

En relación al resto de citocinas analizadas, no se encontraron diferencias significativas en 

sus niveles entre los dos grupos de firmas de expresión génica (figura R37). Los valores de 

significación estadística de todos los grupos y citocinas pueden verse en la tabla R12. 

Tabla R12. Valores estadísticos de p de los niveles de citocinas en los distintos subgrupos de 

pacientes analizados en función de las diferentes firmas de expresión inmunes. 

 

GEPl/IMMl, GEP low-IMMETCOLS low; OTROS, pacientes que tenían el resto de firmas; PRE, 

muestras pre tratamiento; POST, muestras post tratamiento. 

En resumen, podemos decir que con los análisis que hemos realizado en los 16 pacientes 

evaluables incluidos en el estudio clínico, las citocinas medidas a nivel sérico que podrían servir 

potencialmente como biomarcadores de respuesta clínica serían: SDF1a, MMP-9 y VEGF-C.  

2.5.2. Proliferaciones linfocitarias 

Se analizaron los distintos datos de proliferación linfocitaria, tanto en presencia de cada 

una de las terapias por separado (células dendríticas con lisado tumoral y anti-PD-L1) como 

conjuntamente, comparando las distintas ratios de proliferación entre distintos grupos de 

pacientes en función de su respuesta clínica. Debido a que sólo se disponían datos de 

IMMUNE SIGNATURE

PRE vs POST low/low PRE vs POST otros PRE vs PRE POST vs POST

SDF1a (CXCL12) 0,3125 0,3125 0,0361 0,1445

VEGFB 0,0625 0,0625 0,1917 0,4138

MCP1 (CCL2) 0,0625 0,5781 0,4452 0,4452

VEGFa 0,0312 >0,9999 0,2949 0,3660

MMP-9 0,6875 0,220188 0,6282 0,1014

RANTES (CCL5) 0,4375 0,2969 0,2949 0,2343

TGFb 0,8438 0,4688 0,7308 0,4452

VEGFc 0,0312 0,0156 0,2949 0,1684
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proliferaciones pre y post tratamiento en 7 pacientes, los análisis se realizaron sólo 

comparando pacientes con o sin hiperprogresión (HPD). 

Como puede verse en las gráficas de la figura R38, los pacientes (n=7) con HPD mostraron 

una mayor proliferación linfocitaria tras el tratamiento (aunque no de manera significativa), 

tanto si observamos el efecto sólo de la vacuna (figura R38B) como en el caso del tratamiento 

combinado (figura R38A), probablemente debido a la híper-estimulación recibida por el 

sistema inmune tras este aumento exacerbado del tumor. Por lo tanto, la medida de la 

proliferación de los linfocitos T in vitro no permite evaluar la a respuesta clínica al tratamiento 

y el efecto in vitro del tratamiento sobre la capacidad de proliferación de los linfocitos T. 

 

Figura R38. Proliferación linfocitaria en muestras de pacientes con hiperprogresión (HPD) y no 

hiperprogresión (PD).  Efecto de la terapia combinada de vacuna + anti-PDL1 (A) y de la vacuna 

solamente (B). DCs, células dendríticas; PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras post 

tratamiento. 

Los análisis para encontrar biomarcadores de respuesta asociados a proliferación 

linfocitaria resultan muy limitados debido al bajo número de pacientes en cada uno de los 

subgrupos, con lo que no podemos sacar conclusiones claras. 

 
2.5.3. Subpoblaciones linfocitarias (PBMCs) 

Se analizaron diferentes subpoblaciones linfocitarias en 11 pacientes en los cuales se 

disponía de muestras de sangre periférica pre y post tratamiento. Se evaluaron las 

proporciones de células naïve (CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO-), effector (CD62L-CCR7-

CD45RA+CD45RO-), stem memory (CD62L+CCR7+CD45RA+CD45RO+), central memory 

(CD62L+CCR7+CD45RA-CD45RO+), effector memory (CD62L-CCR7-CD45RA-CD45RO+) T 

reguladoras (CD4+CD25++CD127low), así como la expresión de PD-1 y CTLA-4 en linfocitos CD4 

y CD8. 
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Para estudiar si los niveles de algunas de estas 10 subpoblaciones analizadas se podían 

relacionar con la respuesta al tratamiento, se compararon distintos grupos de pacientes en 

función de su respuesta clínica. 

  

Figura R39. Subpoblaciones linfocitarias – supervivencia. Niveles de las distintas subpoblaciones 

linfocitarias en sangre periférica en muestras pre y post tratamiento agrupadas en función de la 

supervivencia de los pacientes. LS, long survival; SS, short survival; PRE, muestras pre tratamiento; 

POST, muestras post tratamiento. 

En primer lugar, se dividió a los pacientes en 2 grupos en función de su supervivencia: 

aquellos que mostraron una supervivencia superior a la media se definieron como long 

survivals (LS) y aquellos que mostraron una supervivencia inferior a la media se definieron 

como short survivals (SS). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas en 

ninguna de las poblaciones analizadas. Tampoco encontramos diferencias significativas al 

comparar los porcentajes de las distintas subpoblaciones pre-tratamiento y post- tratamiento 

entre los dos grupos de diferente supervivencia (figura R39). 

No se realizó este tipo de análisis entre los pacientes con HPD y el resto de pacientes, ya 

que sólo se disponía de datos de las subpoblaciones linfocitarias en 2 pacientes del grupo de 

HPD, con las limitaciones asociadas a realizar comparaciones en un grupo con una n tan baja. 

En segundo lugar, se compararon las distintas subpoblaciones en relación a las distintas 

firmas de expresión inmunes, para lo cual se dividió a los pacientes en 2 grupos: pacientes con 

la firma que presenta un entorno más inmunosuprimido, GEP low-IMMETCOLS low 

(GEPl/IMMl) y pacientes que tenían el resto de firmas (OTROS). No detectamos diferencias 

estadísticamente significativas en ningunas de las poblaciones analizadas ni al comparar los 
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porcentajes de las distintas subpoblaciones pre-tratamiento y post- tratamiento entre los dos 

grupos de diferente supervivencia (figura R40). 

 

Figura R40. Subpoblaciones linfocitarias – firmas inmuno-metabólicas. Niveles de las distintas 

subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica en muestras pre y post tratamiento agrupadas en 

función de las firmas de expresión inmuno-metabólicas. GEPl/IMMl, GEP low-IMMETCOLS low; 

OTROS, pacientes que tenían el resto de firmas. PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras 

post tratamiento. 

No se realizó este tipo de análisis entre los pacientes con enfermedad estable y el resto de 

pacientes, ya que sólo se disponía de datos de las subpoblaciones linfocitarias en 2 pacientes 

del grupo de enfermedad estable, con las limitaciones asociadas a realizar comparaciones en 

un grupo con una n tan baja. 

Los valores de significación estadística de todos los grupos y subpoblaciones pueden verse 

en la tabla R13. 
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Tabla R13. Valores estadísticos de p de los niveles de subpoblaciones linfocitarias en los distintos 

subgrupos de pacientes analizados en función de la supervivencia y de las diferentes firmas de 

expresión inmunes. 

 

LS, long survival; SS, short survival; PRE, muestras pre tratamiento; POST, muestras post 

tratamiento. 

Por tanto, podemos decir que no hemos encontrado en el grupo de pacientes analizados en 

el estudio clínico, ninguna subpoblación linfocitaria que nos sirva como biomarcador de 

respuesta al tratamiento combinado, ya que no hemos encontrado ninguna diferencia 

significativa de la frecuencia de estas poblaciones entre los distintos subgrupos de pacientes. 

 
2.5.4. Fenotipo de las células dendríticas presentes en la vacuna terapéutica 

Para evaluar si el fenotipo de las células dendríticas presentes en la vacuna podía tener 

influencia sobre la respuesta clínica obtenida, se analizaron los distintos niveles de los 5 

marcadores estudiados (CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7) en los distintos grupos de 

pacientes. 

En primer lugar, se dividió a los pacientes en 2 grupos en función de si presentaron 

enfermedad estable (EE) o progresión de la enfermedad (PE). Se analizaron los niveles de los 5 

marcadores, tanto en % (figura R41) como en MFI (figura R42). No se encontraron diferencias 

significativas en ninguno de los grupos analizados. 

Long Survival vs Short Survival IMMUNE SIGNATURE

PRE vs POST PRE vs POST LS PRE vs POST SS PRE vs PRE POST vs POST PRE vs POST low/low PRE vs POST otros PRE vs PRE POST vs POST

NAIVE 0,3652 0,5625 0,6250 >0.9999 0,6623 0,6875 >0,9999 0,9048 0,5476

STEM CELL 
MEMORY >0,9999 0,0625 0,1250 0,1385 0,1775 0,6875 0,7500 0,9048 0,2619

CENTRAL 
MEMORY 0,8984 >0,9999 0,6250 0,6623 0,7922 0,6875 0,5000 0,9048 0,9048

EFFECTOR 
MEMORY 0,4648 0,4375 >0,9999 0,3290 0,7922 0,8438 >0,9999 0,5476 0,5476

EFFECTOR 0,5771 0,4375 >0,9999 0,9307 0,6623 >0,9999 0,7500 0,5476 0,7143

T CELL 0,3652 0,8438 0,4375 0,7922 0,9805 0,3125 0,5000 0,5476 0,9643

CD4 0,9658 0,8438 >0.9999 >0,9999 0,6623 0,8438 0,7500 >0,9999 0,9048

TREG 0,9434 0,8750 >0,9999 0,2619 0,2468 >0,9999 0,7500 0,8452 0,9048

CD8 0,2402 0,6875 0,4375 0,5368 0,5714 0,4375 0,2500 0,5476 0,1905

PD1 0,8457 >0,9999 0,8125 0,2641 0,3528 >0,9999 0,5000 0,0714 0,7143

CTLA4 0,5605 0,8438 0,3125 0,3333 0,4069 0,2812 0,7500 0,8571 >0,9999



Inmunoterapia del cáncer colorrectal con anti-PD-L1 y células dendríticas 

 

 

    170 

  

Figura R41: Fenotipo de las células dendríticas – enfermedad estable. Niveles (%) de los distintos 

marcadores de activación (CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7) de las células dendríticas presentes 

en la vacuna terapéutica agrupados en función de la respuesta al tratamiento. EE, enfermedad 

estable (verde); PE, progresión de la enfermedad (rojo). 

 

Figura R42: Fenotipo de las células dendríticas – enfermedad estable. Niveles (MFI) de los 

distintos marcadores de activación (CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7) de las células dendríticas 
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presentes en la vacuna terapéutica agrupados en función de la respuesta al tratamiento. EE, 

enfermedad estable (verde); PE, progresión de la enfermedad (rojo). 

Posteriormente, se dividió a los pacientes en 2 grupos en función de si presentaron 

hiperprogresión (HPD) o progresión de la enfermedad (PD). Se analizaron los niveles de los 5 

marcadores, tanto en % (figura R43) como en MFI (figura R44). Solamente se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas en cuanto al % de CD86, cuyos niveles fueron más 

altos en el grupo de HPD (p=0,0140). 

 

Figura R43: Fenotipo de las células dendríticas – hiperprogresión. Niveles (%) de los distintos 

marcadores de activación (CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7) de las células dendríticas presentes 

en la vacuna terapéutica agrupados en función de la hiperprogresión o no. HPD, hiperprogresión 

(verde); PP, progresión de la enfermedad (rojo). 
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Figura R44: Fenotipo de las células dendríticas – hiperprogresión. Niveles (MFI) de los distintos 

marcadores de activación (CD80, CD83, CD86, HLA-DR y CCR7) de las células dendríticas presentes 

en la vacuna terapéutica agrupados en función de la hiperprogresión o no. HPD, hiperprogresión 

(verde); PP, progresión de la enfermedad (rojo). 

En la tabla R14 pueden verse os valores estadísticos de p de todos los análisis realizados. 

Tabla R14. Valores estadísticos de p de los niveles de expresión de marcadores de activación en 

las células dendríticas de la vacuna terapéutica en los distintos subgrupos de pacientes 

analizados en función de enfermedad estable e hiperprogresión. 

 

EE, enfermedad estable; PE, progresión de la enfermedad; HPD, hiperprogresión; PD, progresión. 
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CD80 0,8784 0,9588 0,2398 0,0647
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CCR7 0,2969 0,2958 0,1791 0,0503
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2.5.5. RNAseq: firmas de expresión inmunitarias 

Se evaluó la asociación entre los distintos clusters de pacientes agrupados en función de sus 

firmas de expresión génica y los parámetros de respuesta clínica, PFS y OS.  

En cuanto a la correlación con la respuesta clínica, en la figura R45 puede verse la tasa de 

incremento tumoral en los diferentes pacientes y el cluster al cual se asociaron en distintos 

colores, tanto en función de la firma GEP (figura R45A) como de la firma IMMETCOLS (figura 

R45B) y la combinación de los niveles de expresión de ambos (figura R45C). No encontramos 

correlaciones significativas entre los distintos clusters y el incremento tumoral. 

Figura R45. Correlación entre la respuesta clínica (% de incremento del tamaño tumoral con 

respecto al momento basal) y las diferentes firmas de expresión inmunitarias. Correlación entre 

respuesta clínica y firma GEP high (A); correlación entre respuesta clínica y firma IMMETCOLS (B); 

correlación entre respuesta clínica y combinación de ambas firmas GEP/IMMETCOLS (C). GEPH, 

GEP high; ND, no disponible; GEPl/IMMl, GEP low-IMMETCOLS low; GEPh/IMMh, GEP high-

IMMETCOLS high; GEPh/IMMl, GEP high-IMMETCOLS low; GEPl/IMMh, GEP low-IMMETCOLS high 

(página siguiente). 
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Figura R46. Correlación entre la PFS y OS y las diferentes firmas de expresión inmunitarias. 

Correlación entre respuesta clínica y firma GEP high (A); correlación entre respuesta clínica y firma 

IMMETCOLS (B); correlación entre respuesta clínica y combinación de ambas firmas 

GEP/IMMETCOLS (C). GEPH, GEP high; ND, no disponible; GEPl/IMMl, GEP low-IMMETCOLS low; 

GEPh/IMMh, GEP high-IMMETCOLS high; GEPh/IMMl, GEP high-IMMETCOLS low; GEPl/IMMh, GEP 

low-IMMETCOLS high (página anterior). 

En cuanto a la PFS y la OS, en la figura R46 puede verse un swimmer plot con la evolución 

de los diferentes pacientes y el cluster al cual se asociaron en distintos colores, tanto en 

función de la firma GEP (figura R46A), de la firma IMMETCOLS (figura R46B) y de la 

combinación de los niveles de expresión de ambos (figura R46C). No encontramos 

correlaciones significativas entre los distintos clusters y la PFS o la OS. 

También podemos observar las diferentes gráficas de Kaplan-Meier en los distintos 

subgrupos de clusters de GEP (figura R47A) e IMMETCOLS (figura R47B). 

 

Figura R47. Curvas de Kaplan-Meier para OS con las firmas de expresión inmunitarias. A: Firma 

GEP high (azul) y GEP low (rojo). B: cluster 1 (azul) y cluster 3 (rojo) de IMMETCOLS. 
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Además, se evaluó la correlación entre la OS y la PFS entre los diferentes clusters de la 

combinación de expresión de las distintas firmas, dividiendo a los pacientes en 4 grupos: 

GEPh/IMMh, GEPh/IMMl, GEPl/IMMh y GEPl/IMMl. Debido a la n reducida que surgía al hacer 

esta división, también se analizó la correlación con la PFS y la OS dividiendo a los pacientes en 

2 grupos: los que presentaban la firma más inmunosupresora (GEPl/IMMl) y los que 

presentaban el resto de firmas (OTROS). Como puede verse en la figura R48, tampoco se 

encontró ninguna correlación ni diferencias significativas entre los diferentes subgrupos. 

 

Figura R48. Curvas de Kaplan-Meier para OS y PFS con la combinación de signatures GEP e 

IMMETCOLS. OS, overal survival; PFS, progression free survival; GEPh/IMMh (naranja), 

GEPhigh/IMMhigh; GEPl/IMMl (verde), GEPlow/IMMlow; GEPl/IMMh (rojo), GEPlow/IMMhigh; 

GEPh/IMMl (azul), GEPhigh/IMMlow. 

Por último, se analizó la diferencia en OS entre los pacientes con HPD y los que no, y como 

era esperable se encontraron diferencias significativas (p=0,0006), ya que la mediana de OS en 

HPD y no-HPD fue de 141 y 476 días, respectivamente (figura R49). 
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Figura R49. Curvas de Kaplan-Meier para OS (overall survival) en pacientes con hiperprogresión 

(HPD, rojo) y no hiperprogresión (no-HPD, verde). 

2.5.6. Evaluación del papel del HLA 

Puesto que las moléculas de HLA juegan un papel fundamentan en la presentación 

antigénica, los distintos alelos pueden afectar a la eficacia de las células dendríticas a la hora 

de presentar los antígenos tumorales y desencadenar una respuesta antitumoral efectiva. Para 

evaluar el papel que ha podido ejercer el HLA en la eficacia de este tratamiento, tras la 

tipificación de los diferentes alelos de HLA clase I y clase II en todos los pacientes (tabla R8), en 

primer lugar, se comparó el número de alelos homocigotos en 3 grupos de pacientes, divididos 

en función de la respuesta clínica al tratamiento (HPD, PD y SD). No encontramos ninguna 

diferencia estadísticamente significativa en los 3 grupos, por lo que la variabilidad en cuando a 

la heterocigosidad alélica no parece haber tenido influencias en la respuesta clínica a esta 

terapia (figura R50). 
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Figura R50. Número de alelos homocigotos en los distintos grupos de pacientes en función de la 

respuesta clínica al tratamiento. HPD, hiperporgresión; PD, progresión, SD, enfermedad estable 

 

En segundo lugar, se analizaron las frecuencias alélicas de todos los alelos presentes en los 

distintos pacientes, y se compararon con la frecuencia alélica de la población general (tabla 

R15), para descartar que la población de nuestro estudio no estuviese sesgada y estos 

pacientes con cáncer colorrectal mestastásico presentasen una frecuencia alélica muy 

diferente a la población sana, ya que esto podría afectar al análisis del papel del HLA en los 

diferentes subgrupos de pacientes evaluados. No encontramos ninguna diferencia 

estadísticamente significativa en cuanto a la frecuencia alélica de nuestra población a estudio y 

la población general, excepto para el alelo DQB1*03:02 (p=0.0309, figura R51). 
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Tabla R15. Comparación de las frecuencias alélicas de HLA de los pacientes del estudio y la 

frecuencia alélica de la población general. 

 

n alelos Población general Población estudio
% n % alelos

A*01:01 10,24% 6 17,65%
A*02:01 22,23% 11 32,35%
A*03:01 9,04% 2 5,88%
A*11:01 5,17% 2 5,88%
A*23:01 2,40% 2 5,88%
A*24:02 8,67% 4 11,76%
A*25:01 2,03% 1 2,94%
A*29:02 7,29% 2 5,88%
A*30:02 3,14% 1 2,94%
A*32:01 3,41% 3 8,82%
B*07:02 6,56% 2 5,71%
B*08:01 5,36% 3 8,57%
B*15:01 3,60% 1 2,86%
B*18:01 6,47% 3 8,57%
B*27:02 0,46% 1 2,86%
B*27:05 3,05% 1 2,86%
B*35:01 5,08% 2 5,71%
B*35:03 1,57% 1 2,86%
B*39:01 1,76% 1 2,86%
B*40:02 1,11% 1 2,86%
B*44:02 5,45% 4 11,43%
B*44:03 7,86% 3 8,57%
B*45:01 1,29% 1 2,86%
B*49:01 3,33% 3 8,57%
B*51:01 8,32% 4 11,43%
B*57:01 2,50% 3 8,57%
C*02:02 4,98% 2 5,88%
C*03:03 3,51% 2 5,88%
C*04:01 11,72% 3 8,82%
C*05:01 8,21% 6 17,65%
C*06:02 8,21% 3 8,82%
C*07:01 10,98% 7 20,59%
C*07:02 8,67% 3 8,82%
C*08:02 5,63% 1 2,94%
C*12:03 7,56% 1 2,94%
C*15:02 2,95% 3 8,82%
C*16:01 6,92% 3 8,82%

DRB1*03:01 9,96% 4 11,76%
DRB1*01:01 8,12% 3 8,82%
DRB1*01:03 0,83% 1 2,94%
DRB1*04:01 3,41% 1 2,94%
DRB1*04:02 1,85% 3 8,82%
DRB1*04:04 1,48% 2 5,88%
DRB1*07:01 15,13% 4 11,76%
DRB1*08:01 2,12% 2 5,88%
DRB1*09:01 0,83% 2 5,88%
DRB1*11:01 8,30% 2 5,88%
DRB1*11:04 3,23% 1 2,94%
DRB1*11:15 0,09% 1 2,94%
DRB1*13:01 7,29% 2 5,88%
DRB1*13:02 3,41% 1 2,94%
DRB1*14:01 1,66% 1 2,94%
DRB1*15:01 8,95% 2 5,88%
DRB1*16:01 1,66% 1 2,94%
DQB1*02:01 10,15% 5 14,71%
DQB1*02:02 11,72% 3 8,82%
DQB1*03:01 15,87% 4 11,76%
DQB1*03:02 6,64% 6 17,65%
DQB1*03:03 2,40% 2 5,88%
DQB1*04:02 2,58% 2 5,88%
DQB1*05:01 10,52% 4 11,76%
DQB1*05:02 1,94% 1 2,94%
DQB1*05:03 1,29% 1 2,94%
DQB1*06:02 6,00% 2 5,88%
DQB1*06:03 5,26% 2 5,88%
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Figura R51. Frecuencias alélicas de la población sana (GP, general population, verde) y de los 

pacientes del estudio (SP, study population, rojo). 

Una vez confirmado que los pacientes estudiados no se diferenciaban de la población 

general en cuanto a la frecuencia de su fenotipo HLA, dividimos de nuevo a los pacientes en 3 

grupos en función de la respuesta clínica al tratamiento (HPD, PD y SD) y comparamos sus 

frecuencias alélicas entre ellas y con la población total estudiada, para evaluar si había algún 

alelo presente en mayor medida en alguno de los grupos clínicos (Tabla R16).  
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Tabla R16. Comparación de las frecuencias alélicas de HLA entre los diferentes subgrupos de 
respuesta clínica de los pacientes incluidos el ensayo clínico. 

 
HPD, hiperprogresión; PD, progresión; SD, enfermedad estable. 

n alelos
Población estudio HPD PD SD

n % alelos n % n % n %
A*01:01 6 17,65% 1 14,29% 3 15,79% 2 25,00%
A*02:01 11 32,35% 4 57,14% 5 26,32% 2 25,00%
A*03:01 2 5,88% 0 0,00% 1 5,26% 1 12,50%
A*11:01 2 5,88% 0 0,00% 2 10,53% 0 0,00%
A*23:01 2 5,88% 0 0,00% 2 10,53% 0 0,00%
A*24:02 4 11,76% 1 14,29% 2 10,53% 1 12,50%
A*25:01 1 2,94% 0 0,00% 0 0,00% 1 12,50%
A*29:02 2 5,88% 0 0,00% 1 5,26% 1 12,50%
A*30:02 1 2,94% 1 14,29% 0 0,00% 0 0,00%
A*32:01 3 8,82% 0 0,00% 3 15,79% 0 0,00%
B*07:02 2 5,71% 0 0,00% 2 10,53% 0 0,00%
B*08:01 3 8,57% 1 12,50% 0 0,00% 2 25,00%
B*15:01 1 2,86% 0 0,00% 1 5,26% 0 0,00%
B*18:01 3 8,57% 2 25,00% 1 5,26% 0 0,00%
B*27:02 1 2,86% 0 0,00% 1 5,26% 0 0,00%
B*27:05 1 2,86% 0 0,00% 1 5,26% 0 0,00%
B*35:01 2 5,71% 0 0,00% 2 10,53% 0 0,00%
B*35:03 1 2,86% 0 0,00% 0 0,00% 1 12,50%
B*39:01 1 2,86% 0 0,00% 1 5,26% 0 0,00%
B*40:02 1 2,86% 0 0,00% 0 0,00% 1 12,50%
B*44:02 4 11,43% 4 50,00% 0 0,00% 0 0,00%
B*44:03 3 8,57% 0 0,00% 2 10,53% 1 12,50%
B*45:01 1 2,86% 0 0,00% 0 0,00% 1 12,50%
B*49:01 3 8,57% 0 0,00% 3 15,79% 0 0,00%
B*51:01 4 11,43% 1 12,50% 1 5,26% 2 25,00%
B*57:01 3 8,57% 0 0,00% 3 15,79% 0 0,00%
C*02:02 2 5,88% 0 0,00% 2 11,11% 0 0,00%
C*03:03 2 5,88% 0 0,00% 1 5,56% 1 12,50%
C*04:01 3 8,82% 0 0,00% 2 11,11% 1 12,50%
C*05:01 6 17,65% 6 75,00% 0 0,00% 0 0,00%
C*06:02 3 8,82% 0 0,00% 2 11,11% 1 12,50%
C*07:01 7 20,59% 1 12,50% 4 22,22% 2 25,00%
C*07:02 3 8,82% 0 0,00% 2 11,11% 1 12,50%
C*08:02 1 2,94% 0 0,00% 1 5,56% 0 0,00%
C*12:03 1 2,94% 0 0,00% 1 5,56% 0 0,00%
C*15:02 3 8,82% 1 12,50% 1 5,56% 1 12,50%
C*16:01 3 8,82% 0 0,00% 2 11,11% 1 12,50%

DRB1*03:01 4 11,76% 2 25,00% 0 0,00% 2 25,00%
DRB1*01:01 3 8,82% 0 0,00% 3 16,67% 0 0,00%
DRB1*01:03 1 2,94% 0 0,00% 1 5,56% 0 0,00%
DRB1*04:01 1 2,94% 1 12,50% 0 0,00% 0 0,00%
DRB1*04:02 3 8,82% 1 12,50% 2 11,11% 0 0,00%
DRB1*04:04 2 5,88% 0 0,00% 1 5,56% 1 12,50%
DRB1*07:01 4 11,76% 0 0,00% 3 16,67% 1 12,50%
DRB1*08:01 2 5,88% 1 12,50% 0 0,00% 1 12,50%
DRB1*09:01 2 5,88% 1 12,50% 0 0,00% 1 12,50%
DRB1*11:01 2 5,88% 0 0,00% 2 11,11% 0 0,00%
DRB1*11:04 1 2,94% 0 0,00% 1 5,56% 0 0,00%
DRB1*11:15 1 2,94% 0 0,00% 0 0,00% 1 12,50%
DRB1*13:01 2 5,88% 1 12,50% 1 5,56% 0 0,00%
DRB1*13:02 1 2,94% 0 0,00% 0 0,00% 1 12,50%
DRB1*14:01 1 2,94% 1 12,50% 0 0,00% 0 0,00%
DRB1*15:01 2 5,88% 0 0,00% 2 11,11% 0 0,00%
DRB1*16:01 1 2,94% 0 0,00% 1 5,56% 0 0,00%
DQB1*02:01 5 14,71% 2 25,00% 1 5,56% 2 25,00%
DQB1*02:02 3 8,82% 0 0,00% 2 11,11% 1 12,50%
DQB1*03:01 4 11,76% 0 0,00% 3 16,67% 1 12,50%
DQB1*03:02 6 17,65% 2 25,00% 3 16,67% 1 12,50%
DQB1*03:03 2 5,88% 1 12,50% 0 0,00% 1 12,50%
DQB1*04:02 2 5,88% 1 12,50% 0 0,00% 1 12,50%
DQB1*05:01 4 11,76% 0 0,00% 4 22,22% 0 0,00%
DQB1*05:02 1 2,94% 0 0,00% 1 5,56% 0 0,00%
DQB1*05:03 1 2,94% 1 12,50% 0 0,00% 0 0,00%
DQB1*06:02 2 5,88% 0 0,00% 2 11,11% 0 0,00%
DQB1*06:03 2 5,88% 1 12,50% 1 5,56% 0 0,00%
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En cuanto a los alelos A*, DRB1* y DQB1*, no encontramos diferencias estadísticamente 

significativas en ninguno de los subgrupos con diferente respuesta clínica al tratamiento 

(figura R52). 

 

Figura R52. Subpoblaciones de pacientes en función de respuesta clínica que no mostraron 

diferencias significativas en cuanto a la frecuencia alélica del HLA (A*, DQB1* y DRB1*). TP, 

total population; HPD, hiperprogresión; PD, progresión; SD, enfermedad estable. 

Por otro lado, sí que encontramos 3 alelos cuya frecuencia era mayor en los pacientes que 

había sufrido hiperprogresión de la enfermedad (HPD): B*44:02 y C*05:01. En el caso de 

B*44:02, estas diferencias las encontramos al comparar las frecuencias de este alelo en HPD 

tanto con la población total (p=0.0279) como al comparar HPD con PD (p=0.0040). Para 

C*05:01, las diferencias las encontramos al comparar todos los grupos: la población general 

frente a HPD (p=0.0036), HPD frente a PD (p=0.0001) y HPD frente a SD (p=0.0070). Estas 

diferencias pueden verse en la figura R53. 
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Figura R53. Subpoblaciones de pacientes en función de respuesta clínica que mostraron 

diferencias significativas en cuanto a la frecuencia alélica del HLA (B*44:02 y C*05:01). TP, 

total population; HPD, hiperprogresión; PD, progresión; SD, enfermedad estable. 

Al observar la supervivencia global de este grupo de pacientes que tienen uno de estos 

alelos, se observa que la supervivencia global es claramente inferior a la de los pacientes que 

no la tienen, tanto para B*44:02 como C*05:01 (p=0.0006), figura R54. Así, podríamos concluir 

que estos dos alelos se asocian a una pobre respuesta al tratamiento, en forma de enfermedad 

hipreprogresiva y por tanto a una peor supervivencia. 

 

Figura R54. Supervivencia global (OS) de comparando pacientes que presentan los alelos B*44:02 

o C*05:01 y los que no presentan ninguno de estos alelos. 
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D
iscusión 

El cáncer colorrectal (CCR) es uno de los tumores con mayor incidencia y mortalidad a nivel 

mundial, siendo en España el cáncer que se diagnostica con más frecuencia (342).  A pesar de 

los grandes esfuerzos que se han hecho en los últimos años para mejorar la detección precoz, 

en pacientes con enfermedad avanzada la mortalidad continúa siendo elevada, con una tasa 

de supervivencia libre de progresión al año inferior al 40% y una supervivencia global a los 5 

años inferior al 5% (343). Aunque se han desarrollado nuevas terapias, la mayoría sólo son 

eficaces en los tumores de tipo MSI, que representan un porcentaje muy pequeño de los 

pacientes con este tipo de tumores. Estos datos hacen que el cáncer colorrectal se mantenga 

como una de las principales causas de muerte por cáncer. 

Las vacunas de células dendríticas (DCs) llevan utilizándose desde hace décadas en el 

tratamiento de distintos tumores. Con unos resultados preclínicos muy prometedores, en su 

aplicación clínica han demostrado que son seguras y capaces de inducir una respuesta inmune 

antitumoral. Sin embargo, esta potenciación del sistema inmune no ha demostrado ser 

suficiente para traducirse en un beneficio clínico claro, con unas tasas de respuesta objetiva 

inferiores al 15%  (297). A pesar de estas limitaciones, gracias al desarrollo de nuevos agentes 

de inmunoterapia, esta opción terapéutica continúa explorándose en combinación con otros 

fármacos. En los últimos años, los checkpoint inhibitors (ICIs) han supuesto una revolución en 

el tratamiento del cáncer, logrando remisiones en tumores hasta ahora considerados 

incurables, como melanoma o cáncer de pulmón avanzados (233). No obstante, en muchos 

tumores, especialmente en aquellos con una baja tasa de mutaciones como el de tipo 

colorectal MSS, han mostrado una eficacia más limitada y la mayoría de los pacientes tratados 

no consiguen alcanzar respuestas duraderas (234). Por este motivo, ampliar el estudio de los 

mecanismos de respuesta inmune antitumoral para encontrar nuevas vías de evasión tumoral 

es clave para diseñar terapias más efectivas, así como encontrar biomarcadores de respuesta 

que permitan definir mejor el grupo de pacientes que puedan beneficiarse de esta terapia.  

Estos precedentes nos motivaron a plantearnos la utilización de una terapia combinada 

entre chekpoints inhibitors y vacunas de células dendríticas para el tratamiento de los 

pacientes con cáncer colorrectal metastásico de tipo MSS, así como definir biomarcadores de 

respuesta a esta terapia. Para llevarlo a cabo, primero investigamos la capacidad sinérgica de 

esta combinación para estimular al sistema inmune mediante estudios de respuesta in vitro. 

Con la finalidad de caracterizar el microambiente tumoral del cáncer colorrectal, se analizaron 

muestras de pacientes con este tipo de tumor y así, poder posteriormente aplicarlo a los 

pacientes tratados para profundizar en los mecanismos que tienen lugar durante el desarrollo 
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de la respuesta inmune al tratamiento. En base a esto, se llevó a cabo la monitorización de la 

respuesta inmune de los pacientes tratados con esta terapia combinada en el marco de un 

ensayo clínico. 

A continuación, desarrollaremos la discusión en base a los resultados presentados.  

1. Estudios de inmunogenicidad in vitro 

Han pasado más de 25 años desde que salieron a la luz los primeros resultados de la 

aplicación clínica de las vacunas de células dendríticas en humanos (360). En este primer 

estudio, publicado en 1996, 4 pacientes con linfoma fueron tratados con células dendríticas 

autólogas cargadas con proteínas tumorales por vía intravenosa. En los 4 pacientes detectaron 

respuesta inmune antitumoral, aunque sólo la mitad de ellos experimentaron una respuesta 

clínica (1 respuesta completa y 1 respuesta parcial). A partir de éste, numerosos estudios han 

explorado el uso terapéutico de células dendríticas, principalmente en melanoma, pero 

extendiéndose a numerosos tipos de tumores. Actualmente, hay 225 ensayos clínicos activos 

de vacunas de células dendríticas para el tratamiento del cáncer, 9 de ellos en cáncer 

colorrectal (datos de clinicaltrials.gov en marzo de 2023). Si analizamos los resultados de todos 

los estudios en su conjunto, a pesar de la dificultad para compararlos debido a la 

heterogeneidad de los mismos, podemos concluir que esta terapia es segura, con pocos 

efectos secundarios y capaz de generar una respuesta inmune antitumoral. Sin embargo, tras 

décadas de aplicación clínica estas vacunas continúan sin mostrar grandes resultados clínicos 

(297).  

La respuesta específica generada por las células dendríticas depende en gran medida de la 

expresión de moléculas coestimuladoras, que en el microambiente tumoral pueden estar 

inhibidas, lo que se traduce en una pobre estimulación de la célula dendrítica y la consecuente 

estimulación débil del linfocito T. Por ello, la presencia de immune checkpoint inhibitors (ICIs) 

puede suprimir los mecanismos bloqueantes que inhiben la respuesta de los linfocitos T al ser 

activados de manera insuficiente por las células dendríticas. 

El tratamiento con ICIs ha crecido exponencialmente en los últimos años, gracias a los 

buenos resultados en pacientes con tumores de muy mal pronóstico, como melanoma con 

cáncer de pulmón avanzado (234), lo cual ha llevado a la aprobación de estos fármacos en un 

amplio repertorio de cánceres. Si nos fijamos en los ensayos clínicos activos con este tipo de 

fármacos, actualmente encontramos más de 1500 para el tratamiento de distintos tumores a 

lo largo de todo el mundo, de los cuales 105 son en cáncer colorrectal (datos de 
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clinicaltrials.gov en marzo de 2023, figura D1), lo cual indica que las aplicaciones de esta 

terapia siguen desarrollándose con un amplio crecimiento. Sin embargo, esta alternativa 

terapéutica todavía cuenta con muchas limitaciones, ya que se ha observado un alto 

porcentaje de pacientes refractarios tanto de manera primaria como secundaria. Esta 

refractariedad, junto con los nada desdeñables efectos tóxicos, dificultan su aplicación en un 

gran número de pacientes. 

 

Figura D1. Ensayos clínicos activos con immune checkpoint inhibitors en el tratamiento del 

cáncer (marzo de 2023). 

En diversos modelos murinos preclínicos se ha observado que distintos tipos de vacunas y 

bloqueantes de la vía PDL/PDL1 controlaban el crecimiento del tumor (257,361). A pesar de los 

resultados prometedores, hay que tener en cuenta que en dichos modelos los tumores 

estudiados tenían una tasa de mutaciones más elevado que la que podemos encontrar en los 

pacientes con tumores de tipo MSS (362). 

En vista del potencial y de las limitaciones clínicas de las vacunas con células dendríticas y 

de los ICIs en distintos tipos de tumores, especialmente en aquellos con una baja tasa de 

mutaciones, nos planteamos el desarrollo de una terapia combinada que pudiera sortear estos 

inconvenientes. 

Para poder evaluar el potencial efecto sinérgico de esta terapia combinada, se analizaron la 

capacidad de proliferación, así como de producción de citocinas, de linfocitos T co-cultivados 

con células dendríticas alogénicas cargadas con distintos péptidos tumorales, en presencia o 
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ausencia de un inhibidor de PD-L1 para evaluar la inmunogenicidad de la combinación. Estos 

experimentos de co-cultivo mostraron que la proliferación y secreción de INF-g de los linfocitos 

T se incrementaba en presencia del inhibidor de PD-L1, en comparación con las células 

dendríticas solas. Estos buenos resultados obtenidos en los estudios in vitro de respuesta 

alogénica confirman la hipótesis del potencial efecto sinérgico que los inhibidores de la vía PD-

L1 pueden ejercer sobre las células dendríticas, lo cual nos motivó a seguir investigando la 

posible aplicación clínica de esta combinación. 

2. Caracterización del microambiente tumoral en pacientes con CCR 

Una vez demostrado el potencial terapéutico de la combinación entre las vacunas de 

células dendríticas y los inhibidores de la vía PD-1/PD-L1, nos planteamos aplicar esta terapia 

en el cáncer colorrectal avanzado.  

El cáncer colorrectal continua siendo uno de los tumores más frecuentes a nivel mundial y 

uno de los principales causantes de la mortalidad por cáncer (342). Su incidencia ha ido en 

aumento en los últimos años y a pesar de los avances en las técnicas y programas de detección 

precoz, así como en el desarrollo de nuevos tratamientos (actualmente hay más de 1200 

ensayos clínicos activos para el tratamiento del cáncer colorrectal), la mayoría de los pacientes 

recaen y las tasas de supervivencia a largo plazo son inferiores al 10%, situando este tumor el 

segundo puesto en cuanto a tasa de mortalidad tumoral. 

Para poder diseñar terapias efectivas, así como para encontrar biomarcadores de respuesta 

al tratamiento, es importante caracterizar en detalle el microambiente tumoral y así conocer 

los procesos implicados en el desarrollo de la enfermedad y los mecanismos de resistencia a la 

terapia. De cara a la posterior monitorización de los pacientes tratados con esta terapia 

combinada, así como para entender mejor la respuesta inmune que se desarrolla en los 

pacientes con cáncer colorrectal, nos propusimos caracterizar las células tumorales y del 

sistema inmune de pacientes con cáncer colorrectal avanzado. 

Con el fin de llevar a cabo esta caracterización del cáncer colorrectal, se obtuvieron 

muestras de pacientes recién diagnosticados de cáncer colorrectal metastásico y 

posteriormente en aquellos que hubieran recaído al tratamiento recibido. Las muestras 

analizadas fueron biopsias tumorales obtenidas mediante endoscopia y sangre periférica. Con 

las biopsias tumorales se pretendía describir tanto el sistema inmune de los pacientes como 

las células tumorales. Para ello, se aislaron linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) y células 

tumorales para generar líneas celulares. De esta forma, dispondríamos por un lado de células 
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del sistema inmune presentes en el tumor, para caracterizar el tipo de respuesta inmune que 

se desarrolla en el microambiente tumoral; y por otro de líneas tumorales que nos permitirían 

hacer ensayos para diseñar terapias más eficaces, así como disponer de una fuente de 

antígenos tumorales definida candidata a utilizarse como fuente para sensibilizar células 

dendríticas utilizadas como vacuna terapéutica, ya que se trata de una fuente de antígenos 

homogénea para el desarrollo de un ensayo clínico. 

Nuestra tasa de éxito en cuanto a la generación de TILs y líneas tumorales fue muy 

desigual: mientras que conseguimos generar y criopreservar TILs en 38/42 biopsias procesadas 

(90%), sólo conseguimos generar líneas tumorales en 5/42 biopsias (12%). Esta dificultad en la 

generación de líneas celulares a partir de muestras tumorales ya se ha reportado para el 

cáncer colorrectal (363–366), a diferencia de otros tumores como melanoma en los cuales la 

generación de líneas tumorales es más eficiente. Este hecho nos llevó a un cambio de 

planteamiento e intentar generar organoides, estructuras en 3D más representativas de la 

complejidad y la heterogenicidad del cáncer colorrectal.  Se intentaron generar organoides a 

partir de 6 biopsias tumorales, consiguiéndolo en un caso (17%). 

El siguiente paso fue la caracterización de las células generadas, ya que el microambiente 

tumoral es un factor clave en la respuesta a las distintas terapias, así como en la capacidad de 

proliferación e invasión del tumor. El análisis de los TILs obtenidos reveló un fenotipo con 

predominio de la población de CD4 con respecto a la CD8 (92 vs 6%). Este aumento del ratio 

CD4/CD8 ya se ha descrito en este tipo de tumores (367). El nivel de expresión encontrado de 

marcadores de exhaustion como PD-1 y CTLA-4 fue similar tanto en CD4 como en CD8, siendo 

menor al 2%. Por último, el análisis de la expresión intracelular de IL-10, IL-17 e IFN-g 

reflejaron un fenotipo de los linfocitos de tipo Th1, que se asocia a mejor pronóstico en este y 

otros tumores (368).  

La mayoría de los estudios de microambiente tumoral en CCR se centran en la presencia del 

infiltrado de linfocitos CD8 (369). Otros estudios en pacientes con CCR han reportado una 

disminución del fenotipo Th1, a expensas del incremento de Th2, con aumento del 

compartimento de linfocitos Treg, especialmente en aquellos pacientes con metástasis 

hepáticas (370). Los análisis que hacen en el resto de estudios se llevan a cabo directamente 

con RNA, no con células viables extraídas del tumor. La gran mayoría de estudios que analizan 

el microambiente tumoral en el CCR lo hacen directamente en el tejido, con análisis 

inmunohistoquímico de cortes tumorales, o bien mediante análisis de expresión de RNA 

también extraído directamente de la muestra tumoral. Estas diferencias en cuanto al material 
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de partida de análisis y el posible bias que se genera en la expansión celular de linfocitos T 

aislados hacen difícil comparar los distintos estudios con los nuestros. 

Es posible que este fenotipo pueda verse afectado por las condiciones del cultivo celular de 

expansión al que fueron sometidos los TILs y no reflejar fielmente el fenotipo de los linfocitos 

presentes en el microambiente tumoral. A pesar de esta limitación, el tamaño reducido de la 

biopsia hizo necesario mantener y expandir las células durante un tiempo y permanecer en 

cultivo hasta obtener un número suficiente para poder ser analizadas.  

Pese a la baja tasa de éxito en cuanto a la generación de líneas tumorales, éstas también 

fueron caracterizadas. En vista de la dificultad para generar estas líneas tumorales, se llevó a 

cabo un análisis de DNA para comprobar la presencia de mutaciones características del cáncer 

colorrectal. Lamentablemente, sólo detectamos mutaciones en 1 de las líneas analizadas, lo 

cual nos llevó a descartar las otras inicialmente identificadas como líneas tumorales, ya que 

carecer de estas mutaciones las excluía de considerarse células tumorales. 

En cuanto a la sangre periférica obtenida, hemos sido capaces de generar células 

dendríticas autólogas a partir de sangre periférica en pacientes con cáncer colorrectal 

avanzado. Estos datos están en línea con estudios anteriores en los cuales se utilizaron 

vacunas de células dendríticas para el tratamiento de estos tumores. 

A pesar de no haber podido llevar a cabo una caracterización celular más profunda, hasta la 

fecha hay pocos estudios que desarrollen un análisis celular del microambiente tumoral en 

cáncer colorrectal, centrándose en su mayoría en los tumores de tipo MSI. Si nos fijamos en los 

últimos 10 años, tan solo 9 estudios analizan el fenotipo de los TILs (371–379), asociándolos en 

algunos casos con el pronóstico de la enfermedad. Estos estudios se centran en su mayoría en 

el análisis de RNA y no en el fenotipo de células vivas. Es por esto que nuestros datos aportan 

información adicional en estos tumores poco estudiados, que puede resultar relevante a la 

hora de diseñar nuevos tratamientos o seleccionar mejor a los pacientes candidatos a dichas 

terapias. 

Todos estos resultados nos llevan a afirmar que es factible la generación de TILs a partir de 

biopsias tumorales en la gran mayoría de los pacientes con cáncer colorrectal. Por otro lado, la 

obtención de líneas tumorales a partir de biopsias es posible, aunque más limitada, en este 

grupo de pacientes. La obtención de células dendríticas autólogas a partir de sangre periférica 

también es posible en estos pacientes. En conjunto, estos datos sostienen la posibilidad de 

llevar a cabo un ensayo clínico del tratamiento con inhibidores de la vía PD-1/PD-L1 junto con 



Discusión 
 

 

D
iscusión 

células dendríticas del cáncer colorrectal avanzado, así como de monitorizar la respuesta al 

tratamiento y caracterizar la interacción entre el sistema inmune y las células tumorales. 

3. Ensayo clínico:  

Uno de los objetivos principales de esta tesis era profundizar en los mecanismos implicados 

en el desarrollo de la respuesta inmune en pacientes con cáncer colorrectal de tipo MSS. Por 

ello, tras haber demostrado la viabilidad de llevar a cabo un ensayo clínico con esta terapia 

combinada, mediante los experimentos in vitro mencionados previamente, el siguiente paso 

consistió en monitorizar la respuesta inmune de los pacientes participantes en el ensayo. 

Específicamente, buscamos aumentar el conocimiento sobre las interacciones entre las 

células del sistema inmune y el microambiente tumoral en el CCR metastásico (CCRm), de 

manera que podamos encontrar biomarcadores de respuesta a este tratamiento y entender 

las respuestas clínicas o ausencia de éstas. 

Ya se han discutido las limitaciones tanto de las vacunas de células dendríticas como de los 

checkpoint inhibitors. Por tanto, resulta crucial encontrar nuevas alternativas que mejoren la 

eficacia clínica y superen estas limitaciones. Hasta la fecha, no hay ningún estudio publicado 

que explore la combinación de vacunas de células dendríticas con inhibidores de PD-L1 en 

pacientes con CCR de tipo MSS, por lo que se trata de los primeros estudios que exploran esta 

combinación de DCs junto con avelumab en el contexto de un ensayo clínico. 

Los resultados de eficacia clínica de este ensayo muestran unos datos más desalentadores 

de lo esperado, con una media de PFS de 105 días, similares a los ya publicados en estudios 

que usan este tipo de terapias en pacientes con CCR de tipo MSS, como el caso de la vacuna 

GVAX (células tumorales modificadas genéticamente que secretan GM-CSF) en combinación 

con pembrolizumab (380), avelumab con cetuximab (estudio CAVE) (381), o avelumab con 

regorabenib (estudio REGOMUNE) (382). A pesar de no ser respuestas clínicas espectaculares, 

la supervivencia global conseguida en nuestro ensayo fue de 12,2 meses. Estos datos son 

mejores que otros publicados si los comparamos con otros ensayos en pacientes con CCR 

metastásico de tipo MSS: los que usan bloqueantes de PD-1 en monoterapia muestran una OS 

de sólo 5 meses (256), mientras que el uso de avelumab en combinación con otros fármacos 

ya aprobados tienen una OS de 10-11 meses (381,382). 

Debido a no lograr incrementar la PFS a un 40% a los 6 meses, el reclutamiento de los 

pacientes fue menor al previsto como consecuencia del cierre prematuro del ensayo, con sólo 
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18 pacientes evaluables. Esta reducción en el número de pacientes se tradujo en una 

limitación a la hora de analizar los distintos parámetros monitorizados y poder sacar 

conclusiones de manera consistente para definir biomarcadores de respuesta. 

En cuanto a la caracterización del microambiente tumoral en estos pacientes, resulta 

sorprendente la baja tasa de éxito en relación a la generación de TILs (sólo en 2 muestras, un 

11%) si lo comparamos con el éxito demostrado en las muestras procedentes de pre-clínica (se 

consiguieron TILs en el 92% de las muestras). En cambio, se lograron generar líneas celulares 

en un 42% de las muestras procesadas, una tasa más del doble superior que la conseguida con 

las muestras de pre-clínica (20%). Una posible explicación a esta disparidad podría ser la 

cantidad limitada de las muestras procedentes de las biopsias del ensayo, ya que por un lado 

se priorizaba la mayor parte de la misma a la generación del lisado para la vacuna terapéutica 

y para las tinciones anatomopatológicas, y por otro lado el tamaño de las biopsias era menor, 

ya que gran parte de ellas se obtuvieron por punción ecográfica. Sin embargo, las biopsias de 

pre-clínica se obtuvieron mediante colonoscopia y gran cantidad de la muestra (unos 4 

cilindros) se utilizaban para los estudios de cultivos celulares. Debido al bajo número de 

pacientes en los que se disponía de muestras celulares, añadido a la pobre respuesta clínica, 

no se pudo estudiar si existía una correlación entre la respuesta al tratamiento y las distintas 

poblaciones celulares. 

En cuanto a la identificación de biomarcadores, se han podido estudiar 5 grupos de 

parámetros: citocinas en suero, capacidad de las DCs para inducir la proliferación T-específica, 

subpoblaciones de PBMCs en sangre periférica, fenotipo de las DCs administradas en la 

vacuna, firmas de expresión de génica inmuno-metabólicas y evaluación del papel del HLA.  

De las 16 citocinas estudiadas en el suero de los pacientes evaluables, conseguimos 

detectar su presencia en 8, lo cual recuerda la dificultad para detectar en la periferia algunos 

componentes de la respuesta inmune que tienen lugar en sitios localizados. A penas existen 

estudios consistentes del uso de citocinas en suero como bioamarcadores de respuesta a 

inmunoterapia anti-tumoral. La mayoría de los estudios se centran en el uso de citocinas como 

biomarcadores de toxicidad, no de respuesta al tratamiento, especialmente en terapia con ICIs 

que inducen un mayor y más variado rango de efectos adversos (383,384). 

 En el caso del CCR, encontramos un estudio con DCs que mostró un incremento mayor en 

los niveles de citocinas proinflamatorias GM-CSF, TNF-a, IFN-g, IL-2, e IL-5 en los pacientes que 

alcanzaron enfermedad estable, aunque la n era muy reducida (4 pacientes de los 14 
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incluidos), por lo que los datos son limitados (385). En nuestro caso, los niveles de las diversas 

citocinas analizadas no nos sirvieron para discriminar pacientes con mayor o menor 

supervivencia. Aunque encontramos diferencias significativas en los distintos niveles pre y 

post-tratamiento, y en los diferentes subgrupos analizados, los resultados fueron muy dispares 

y varios no consistentes con la respuesta inmune esperada tras el tratamiento. Sin embargo, sí 

que encontramos niveles mayores SDF1a y menores de MMP-9 en pacientes con enfermedad 

estable (en comparación con los pacientes que progresaron), con lo que estas citocinas 

podríamos considerarlas candidatas indicativas de respuesta al tratamiento.  

También cabe destacar que el único paciente que mostró una larga supervivencia (de más 

de 2 años) experimentó un incremento de >240 veces en los niveles de RANTES, una potente 

quimiocina. Aunque no podemos sutentarlo con una n más extensa (ningún otro paciente 

mostró tan buena respuesta clínica), debemos considerarla en futuros ensayos como 

candidata a biomarcador de buena respuesta.  

Los estudios de proliferación linfocitaria se han utilizado en numerosas ocasiones como 

forma estudiar la capacidad de generación de linfocitos T específicos, en este caso anti-

tumorales (386–389). En los pacientes analizados de nuestro estudio, los resultados fueron 

variables, ya que vimos un incremento de proliferación de estos linfocitos tras haber recibido 

el tratamiento sólo en algunos de los pacientes, además de no observar una correlación entre 

esta proliferación y la respuesta clínica. También observamos variabilidad en cuando al efecto 

sinérgico de la terapia combinada, en comparación con cada una de las terapias por separado. 

Esta inconsistencia de resultados podría explicarse debido a la baja n de pacientes que 

pudimos estudiar, lo que dificulta analizarlos de manera robusta. Lo que sí podemos afirmar es 

que la capacidad de producción de IFNg de estos linfocitos fue mucho mayor tras el 

tratamiento, indicando que sí se produjo una activación del sistema inmune tras recibir la 

terapia.  Otros estudios con DCs, aunque han demostrado la capacidad de generar estos 

linfocitos T específicos, de nuevo fallan a la hora de demostrar que esta respuesta in vitro se 

correlaciona con la respuesta clínica (389). 

El fenotipo de las células dendríticas administradas puede jugar un papel importante en la 

eficacia de la vacuna, ya que el grado de maduración de las DCs tendrá impacto en su 

capacidad para activar a los linfocitos T y generar una respuesta anti-tumoral efectiva. En 

nuestro caso, no encontramos diferencias en cuanto al fenotipo de DCs administradas y la 

respuesta clínica, pero hemos de tener en cuenta que todas las vacunas preparadas mostraron 

un cierto grado de heterogeneidad en el estado madurativo, excepto para CD86 que en todos 
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los casos fue >75%. De nuevo, la limitación del reducido número de pacientes analizables y la 

notable variabilidad entre ellos dificultaron la identificación de biomarcadores de respuesta. 

En relación al análisis de RNAseq, los pacientes fueron agrupados en tres clusters de la 

firma inmuno-metabólicas IMMETCOLS, cada una asociada a un microambiente tumoral 

diferente. Se realizó una comparación entre los perfiles antes del tratamiento y en el día 56 del 

tratamiento para observar los cambios en el microambiente tumoral después del tratamiento, 

sin embargo, solo se observaron cambios en algunos pacientes. Posteriormente, se intentó 

establecer una asociación entre estas firmas inmuno-metabólicas y la respuesta clínica de los 

pacientes en el ensayo, pero no se encontró una correlación entre el grado de respuesta y la 

ubicación específica en un cluster de inmuno-metabolismo. Resulta sorprendente que haya un 

paciente con hiperprogresión en el cluster 3, que es un fenotipo caracterizado por infiltración 

de tipo M1. En cuanto a la otra firma estudiada, GEP, el tratamiento tampoco mostró 

capacidad para mejorar el microambiente tumoral hacia uno más inmunogénico (GEPhigh). 

No obstante, en el análisis de las muestras de metástasis hepáticas, observamos una 

acusada disminución en la expresión de los genes relacionados con el metabolismo y 

transporte de lípidos, al comparar las muestras antes y después del tratamiento. Dichos genes 

se han relacionado previamente con el desarrollo de metástasis hepáticas en el cáncer 

colorectal (390,391), lo que nos lleva a pensar que los cambios observados en las diferentes 

firmas de expresión pueden correlacionarse con la clínica de la enfermedad. Además, algunos 

de los genes relacionados con el metabolismo lipídico y la inflamación que mostraron una 

disminución en su expresión tras el tratamiento desempeñan un importante papel en el 

control tumoral, en la inmunomodulación y en la protección del estrés oxidativo (392–395) (lo 

que indica que la terapia produce un entrono más favorable para la erradicación tumoral pero 

las células tumorales cuentan con mecanismos adicionales para escapar a estos procesos de 

control inmune). Esta transformación metabólica ha sido descrita en pre-clínica (396), pero no 

en el caso del tratamiento del cáncer colorrectal con anti-PD-L1 y DCs, lo que plantea una 

nueva vía de tratamiento en este ámbito. 

Dado el importante papel que desempeñan las moléculas de HLA en la respuesta inmune, 

especialmente en la presentación de antígenos tumorales, se ha planteado que la variabilidad 

de los alelos HLA puede afectar a la respuesta de diversos agentes inmunoterápicos contra el 

cáncer, aunque la evidencia entre la asociación del HLA y la respuesta a distintos tratamientos 

es limitada (397,398). La mayoría de los estudios que relacionan HLA con respuesta a 

tratamiento anti-tumoral se centran en los problemas de expresión o pérdida de moléculas 
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HLA, disminuyendo o impidiendo el acceso a los antígenos tumorales para ser presentados 

(399).  

Hasta la fecha, el estudio más amplio de este tipo de biomarcadores de HLA analizó una 

cohorte de más de 3000 pacientes procedentes de 8 ensayos clínicos. En dichos ensayos se 

utilizaban diferentes ICIs (anti-PD-1, PD-L1 y CTLA-4) para tratar distintos tipos de tumores. 

Tras el análisis de las distintas cohortes encontraron que el alelo A*03 se asociaba a peor OS y 

PFS en diversos tumores avanzados (400). 

En nuestro caso, encontramos 2 alelos que se relacionaban con el desarrollo de 

hiperprogresión tumoral (B*44:02 y C*05:01), lo que se tradujo también en una peor 

supervivencia global en comparación con el resto de pacientes que no expresaban estos alelos. 

A pesar de la limitada cohorte, que requiere una validación más amplia, estos biomarcadores 

suponen la primera evidencia de asociación entre alelos HLA y la hiperprogresión en cáncer 

colorrectal tratado con ICIs y vacunas de DCs. 

Los resultados obtenidos en nuestros estudios, junto con los hallazgos en otros estudios 

previamente publicados, corroboran que, a pesar de los esfuerzos para intensificar la 

búsqueda de biomarcadores adecuados en el tratamiento de inmunoterapia antitumoral, 

todavía no se han descubierto aquellos con un poder de discriminación suficiente. Esto nos 

impulsa a seguir buscando biomarcadores más sensibles y específicos que puedan ser 

implementados en la práctica clínica diaria. 

En este trabajo nos encontramos con varias limitaciones: el bajo número de pacientes 

reclutados y analizados, que dificulta encontrar biomarcadores al analizar los diferentes 

subgrupos en función de su respuesta al tratamiento; la utilización de un lisado tumoral como 

fuente de antígenos para la elaboración de la vacuna, ya que se trata de un material muy 

heterogéneo en comparación con los péptidos sintéticos definidos o los neoantígenos; la falta 

en la mejora de la PFS que contrasta con una mayor OS observada, posiblemente debido a las 

limitaciones de los criterios RECIST1.1 a la hora de evaluar la respuesta a la inmunoterapia; la 

gran variabilidad entre los parámetros candidatos utilizados como marcadores de la respuesta 

inmune; la falta de buenas respuestas clínicas, que dificulta dividir a los pacientes en grupos 

comparables y encontrar biomarcadores de respuesta al tratamiento. 

Si bien los resultados obtenidos in vitro indican que es factible llevar a cabo una terapia 

combinada con DCs e ICIs en CCR aumentando la inmunogenicidad de las DCs, el ensayo clínico 

no logró replicar estos hallazgos, posiblemente debido a limitaciones en el diseño del ensayo o 
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a la necesidad de realizar estudios adicionales más amplios. En su conjunto, los resultados 

obtenidos en el presente trabajo muestran unos mecanismos inmunitarios antitumorales en el 

cáncer colorectal MSS más complejos de lo esperado. 

Hemos visto pocas diferencias a nivel in vitro que podamos correlacionar con las respuestas 

clínicas a nivel in vivo. Se ha observado que la terapia combinada es capaz de estimular al 

sistema inmune de los pacientes, pero sigue sin ser suficiente para lograr erradicar la 

enfermedad, lo cual pone de manifiesto que las interacciones entre las células tumorales y el 

sistema inmune son más complicadas. Esto hace necesario seguir estudiando el 

microambiente tumoral de los tumores MSS, con menos carga mutacional, para encontrar 

biomarcadores que nos permitan diseñar terapias más efectivas transformando estos tumores 

en hot tumours y mejorar la supervivencia y calidad de vida de este tipo de pacientes.  

A pesar de las respuestas clínicas todavía insuficientes de las DCs, esta terapia celular ha 

demostrado su capacidad para activar los linfocitos T antitumorales. Por lo tanto, es necesario 

realizar investigaciones más profundas sobre los mecanismos de resistencia antitumoral. 

Además, es importante destacar que el cáncer colorrectal de tipo MSS ha sido mucho menos 

explorado en comparación con el tipo MSI. En base a los resultados clínicos y los datos de 

subpoblaciones linfocitarias y de enzimas en suero, parece que esta terapia combinada no es 

suficiente para estimular al sistema inmune de manera potente. 
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1. La combinación de DCs y anti-PDL1 han demostrado capacidad para estimular de 

manera sinérgica a los linfocitos T en los experimentos realizados in vitro, como 

sistema de evaluar la inmunogenicidad de la combinación. 

2. La combinación de DCs y anti-PDL1 han demostrado capacidad para estimular al 

sistema inmune in vitro, en pacientes con CCRm de manera específica contra un lisado 

del tumor. 

3. Se han generado TILs y líneas tumorales a partir de biopsias de cáncer colorrectal, 

obtenidas mediante endoscopia o punción ecográfica. 

4. Se ha logrado caracterizar el fenotipo de los TILs en pacientes con CCRm, demostrando 

que el microambiente tumoral es tipo Th1. 

5. El uso clínico de la inmunoterapia combinada con ADCV y avelumab (primer ensayo 

clínico que usa estas dos terapias conjuntamente en este tipo de pacientes) para el 

tratamiento del CCRm ha podido demostrar: 

a. Es un tratamiento seguro, que no genera toxicidades relevantes. 

b. La consecución de la estabilización de la enfermedad en 1 paciente. 

c. Un ligero aumento de la supervivencia global, en comparación con los 

tratamientos estándares para este tipo de tumores. 

d. El tratamiento es capaz de estimular al sistema inmune, pero no lo suficiente 

como para lograr un aumento de la supervivencia libre de progresión 

significativo. 

e. No se han encontrado correlaciones entre el fenotipo de tumor 

(microambiente inmuno-metabólico) y la eficacia (o ausencia de la eficacia) 

clínica del tratamiento. 

f. No se ha encontrado una correlación entre la frecuencia de las distintas 

subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica que se puedan asociar a una 

respuesta clínica del tratamiento o el fenotipo del tumor. 

g. Se han identificado potenciales biomarcadores de respuesta clínica a este 

tratamiento combinado: SDF1a y MMP-9 en suero como marcadores 

asociados a larga supervivencia. 
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h. La determinación del HLA de los pacientes indica una asociación de los alelos 

B*44:02 y C*05:01 con el desarrollo de hiperprogresión de la enfermedad en 

respuesta a esta inmunoterapia. 
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