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Resumen

El melanoma es un tumor maligno que surge por alteraciones de los melanocitos, que desencadenan la pérdida de control de
los mecanismos de crecimiento y proliferacién celular. Dada la capacidad de células del melanoma de inactivar linfocitos, la
inmunoterapia en melanoma se ha enfocado en emplear inhibidores de puntos de control inmunitario (CPI) para contrarrestar
la evasién inmune. El activador de linfocitos 3 (LAG-3) y el receptor inhibitorio con dominios Ig e ITIM (TIGIT) son proteinas
receptoras del punto de control inmunitario que se expresan en células T. En melanoma se evidencia la sobreexpresion de estos
receptores inmunitarios y se asocia con peor prondstico, por lo que diferentes ensayos clinicos han desarrollado moléculas inhibitorias
que conducen al bloqueo conjunto de LAG-3 y TIGIT cuyo uso ademds de conducir a la reduccién de la proliferacién y capacidad
invasiva del tumor, restaura la actividad de las células T e incrementa la respuesta inmune antitumoral. Sin embargo, la influencia de
LAG-3 y TIGIT/Nectina-4 en la actividad inmune antitumoral dentro del microambiente tumoral en melanoma atin no es clara. En
esta revision se describen el rol de los receptores LAG-3 y TIGIT en melanoma, el estado de la monoterapia y la terapia combinada
dirigida a estos receptores inmunitarios, la influencia en la respuesta inmune antitumoral y las perspectivas de inmunoterapia
dirigidas a LAG-3 y TIGIT/Nectina-4 en melanoma.
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Abstract

Melanoma is a malignant tumor that arises from alterations in the melanocytes, which trigger the loss of control of the mechanisms
of cell growth and proliferation. Given the ability of melanoma cells to inactivate lymphocytes, immunotherapy in melanoma
has focused on using immune checkpoint inhibitors (ICIs) to counteract immune evasion. Lymphocyte activator 3 (LAG-3) and
inhibitory receptor with Ig and ITIM domains (TIGIT) are immune checkpoint receptor proteins that are expressed on T cells.
Overexpression of these immunological receptors is evident in melanoma and is associated with worse prognosis, whereby different
clinical trials have developed inhibitory molecules (as proven-drugs) that leading to the joint blockage of LAG-3 and TGIT, whose
use, in addition to leading to the reduction of tumor proliferation and invasiveness, restores the activity of T cells and increases the
antitumor immune response. However, the influence of LAG-3 and TIGIT/Nectin-4 on antitumor immune activity within the tumor
microenvironment in melanoma remains unclear. This review describes the role of LAG-3 and TIGIT receptors in melanoma, the
status of monotherapy and combination therapy targeting these immune receptors, the influence on the antitumor immune response,
and the prospects for LAG-3 targeting immunotherapy. and TIGIT/Nectin-4 in melanoma.
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1 Introduccion

El melanoma es una neoplasia causada por la transfor-
macién maligna de los melanocitos, encargados de la
produccién de melanina como barrera de protecciéon
frente a los rayos UV, que desencadena la pérdida de
control de los mecanismos de crecimiento y prolife-
racion celular [1]. En los dltimos afos, la incidencia
del melanoma a nivel mundial ha sido del 1,7% y la
poblacién mas afectada es la caucdsica, que presenta
una incidencia del 3 al 5 %. Aunque el melanoma re-
presenta menos del 5 % de los casos de cancer de piel,
alcanza mortalidades cercanas al 80 % [2].

Este tipo de cédncer se caracteriza por la presen-
cia de la mutacién BRAF V600 y alteraciones en
los genes MEK, NRAS, c-KIT, etc., involucrados,
junto con genes como CDKAN2A y MCRI, en la
activacion de la via de sefializacion MAPK/ERK en
melanoma familiar [3]. Adicionalmente, sobreexpre-
sién de receptores de puntos de control inmune como
la molécula de muerte programada 1 (PD-1/CD279)
y el Antigeno-4 asociado al Linfocito T Citotéxico
(CTLA-4/CD152), han sido asociados con el esca-
pe de las células tumorales a la inmunovigilancia
mediante la manipulacién del microambiente local y
sistémico [4, 5]. Lo anterior conduce a la destruccién
de las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas,
debido a la capacidad de las células tumorales de en-
viar sefiales al sistema inmunolégico para ralentizar
estas reacciones [6].

En pacientes con melanoma avanzado, la terapia
dirigida con inhibidores BRAF e inhibidores de MEK,
junto con terapias inmunitarias y anticuerpos mono-
clonales (mAb) de anti-CTLA-4 y de anti-PD-1, han
sido el centro de atencidn para el desarrollo de estra-
tegias terapéuticas de alta eficacia y baja toxicidad
[7-10]. A su vez, las terapias combinadas empleando
inhibidores del punto de control inmunitario (CPI
por sus siglas en inglés) anti-PD-1, m4s anti-CTLA-4
o anti-PD-L1, han mostrado mejores resultados en la
supervivencia total, en comparacién con la monote-
rapia anti-PD-1, que presentd resistencia a la terapia
con progresion de la enfermedad en el 40 % de los
pacientes [11, 12]. Con el objetivo de superar tal re-
sistencia, han sido identificados potenciales blancos
inmunoterapéuticos, que incluyen al gen de activa-
cién de linfocitos 3 (LAG-3) y al receptor inhibitorio

con dominios Ig e ITIM (TIGIT), los cuales actian
como receptores de los puntos de control inmune que
desempeiian un rol fundamental en la inmunologia
tumoral [13-16].

LAG-3 es un receptor que actia como regulador
negativo de la respuesta inmunitaria, expresado en
células T reguladoras (Tregs), linfocitos infiltrantes
de tumores (TLI) CD4+, CD8+, Natural Killer (NK)
y células B [17]. El complejo principal de histocom-
patibilidad de clase II (MHC II) es considerado el
ligando canénico de LAG-3 y junto con ligandos
como la proteina similar al fibrinégeno 1 (FGL1)
y Gal-3 bloquea la proliferacién, activacién y ho-
meostasis de las células T [18], promoviendo el cre-
cimiento tumoral al inhibir la respuesta antitumoral
mediada por CDK?2, CDK6 y CDK4 cuando se une
con LSECtina [19]. Recientes estudios han indicado
que el bloqueo conjunto de LAG-3 y PD-1, ademads
de restaurar la funcién antitumoral de las células T
[20, 21], conduce a una mayor supervivencia libre
de progresion (47 %) en melanoma no resecable o
metastdsico en contraste con la inhibicién de PD-1
[16, 22].

El inmunoreceptor de células T (TIGIT) es un
potencial blanco inmunoterapéutico, debido a que
constituye un punto de control de la respuesta inmu-
ne innata y adaptativa. Este receptor se expresa en
células T, NK activadas, Tregs, CD8' y CD4™, y se
coexpresa con LAG-3 y con la inmunoglobulina de
células T mucina-3 (TIM-3). Dentro de los ligandos
para este receptor se encuentran Nectina-4, CD155,
CD112, entre otros, los que generalmente se sobre-
expresan, siendo indicadores de mal prondstico en
melanoma [13, 23].

A pesar de la gran informacidn existente sobre los
receptores del punto de control inmunitario LAG-3
y TIGIT en céncer, el rol de estos en la respuesta
inmune de las células presentes en el microambiente
tumoral en melanoma, no esta claro. Considerando
lo anterior, el objetivo de esta revision es abordar el
conocimiento actual alrededor de la influencia de los
receptores LAG-3 y TIGIT/Nectina-4 en la respuesta
inmune antitumoral y los avances en monoterapia
y terapia combinada dirigida a estos receptores en
melanoma.
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2 LAG-3Y TIGIT en melanoma
2.1 LAG-3 como punto de control en melanoma

LAG-3 (CD223) pertenece al grupo de la superfami-
lia de las inmunoglobulinas. Su expresién en células
T CD4+ y CD8+ es inducida por el interferén beta
(IFN-B) y la interleucina-27 (IL-27), a diferencia de
TIGIT, el cual disminuye su expresion en las mismas
condiciones [24]. De igual manera, otras citoquinas
como IL-2, IL-7, IL-12 e IL-15 promueven la expre-
sion de LAG-3 [25].

El receptor LAG-3 presenta 4 dominios extrace-
lulares similares a Ig (D1-D4) que interactiian con
ligandos especificos. Los dominios extracelulares
tienen afinidad al ligando MHC-II tanto en LAG-3
como su homologo, el receptor CD4 [26], los cuales
presentan 20 % de similitud estructural, debido a un
evento de duplicacién de genes [25, 27, 28]. Particu-
larmente, la variacion en la conformacidn estructural
de D1-D4 es la responsable de la unién especifica
de MHC-II y FGL1, asi como las diferentes funcio-
nalidades de LAG-3 al interactuar con sus ligandos
[29, 30]. En la regién intracelular de LAG-3, el do-
minio KIEELE es necesario para que se produzca la
transduccién de la sefial inhibitoria [31]. Sin embar-
go, recientes estudios identificaron que dos sefiales
inhibitorias se transducen independientemente en los
motivos FXXL en la regién proximal a la membrana
y la repeticion EX en el extremo C-terminal en la
seccion citoplasmatica del receptor [32].

Ha sido indicado que la expresién de LAG-3 y
MHC-II se relaciona positivamente en melanoma
[33]. De hecho, la sefializacién producida por la in-
teraccion LAG-3/MHC-II en células dendriticas re-
vel6 un patrén de fosforilacion en tirosina que induce
la activacién de las proteinas PLCy2 y p72syk, y de
las vias de sefializacion PI3K/Akt, p42/44ERK y
p38MAPK [34]. Asi mismo, ha sido reportado que
las vias MAPK/Erk y PI3K/Akt activadas por farma-
cos que dafian el ADN vy la proteina Fas respectiva-
mente, estdn involucradas en la limitada actividad
apoptotica de las células de melanoma con expresion
LAG-3/MHC-II (Figura 1) [35]. De resaltar que re-
cientes estudios, demostraron que la unién de LAG-3
al ligando MHC-II es selectiva y se produce a través
de complejos estables de péptidos antigénicos unidos

a MHC clase II (pMHC-II) especificos. Razén por la
que la asociacién de MHC-II al receptor CD4 no se
ve interrumpida. Dicha interaccién LAG-3/MHC-II
en células tumorales y células presentadoras de anti-
geno (APC), suprime la actividad de células T [36].
LAG-3/MHC-II también promueve la activacién de
células dendriticas plasmocitoides (pDC) asociadas a
melanoma, las cuales incrementan la secrecion de IL-
6 y disminuyen la produccién de IFNa, generando
un microambiente tumoral inflamatorio exacerbado
que promueve la progresién del tumor [37]. Ademds,
en ensayos in vivo se demostré que la pérdida de la
unién estable de pMHCII a LAG-3, increment6 la
actividad inmunitaria contra el cancer [38, 39]. Sin
embargo, es de resaltar que incluso LAG-3 sin inter-
accién con MHC-II es capaz de limitar la activacion
de células T CD4" y CD8™. Lo anterior debido a
que la estructura de la cola citoplasmatica de LAG-3
presenta una repeticién en tindem de 4cido glutdmi-
coprolina, la cual provoca una disminucién del pH en
la sinapsis inmunolégica (SI) donde se reclutan las
proteinas que intervienen en la interaccion entre cé-
lulas T y APC [40, 41]. Esto produce la disgregacién
del complejo tirosina quinasa Lck/CD4 y, genera
una alteracidn en la sefializacién de TCR (Figura 1).
Asi, LAG-3 se desplaza hacia la SI para asociarse
con el complejo TCR/CD3 [41], interrumpiendo la
seflalizacion aguas abajo de CD3™.

Dentro de los ligandos principales de LAG-3, se
encuentra la proteina FGL1. Esta proteina es produ-
cida en el higado y en el pancreas, y es secretada a
Organos periféricos por medio de la sangre. De resal-
tar, que la proteina FGL1 también se sobreexpresa
en melanoma metastésico. En especial, la forma oli-
gomérica de FGL1 se une con alta afinidad a LAG-3
por medio de su dominio similar a fibrinégeno in-
dependientemente de MHC-II, evitando la actividad
inmune de células T infiltrantes de tumor activadas
en modelos de ratén [42].
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Figura 1. Efecto de la sobreexpresion de LAG-3 por la induccién de diversas citoquinas, en el comportamiento del
microambiente tumoral en melanoma. La asociacién de LAG-3/MHC- 1l conduce a la activacion de varias vias de sefializacion,
promoviendo la produccién de citoquinas inmunosupresoras que contribuyen al microambiente tumoral inflamatorio, a la
sobreexpresién de LAG-3 en células T CD4" y CD8™, a la disminucién de la autofagia, a la reduccién de la apoptosis y a la

progresién del melanoma.

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado
la asociacion de la expresion transcripcional de LAG-
3 con otras moléculas y su influencia en la respuesta
inmune contra el melanoma. Por ejemplo, un estu-
dio reciente realizado en pacientes con melanoma
uveal (MU), mostré que la expresiéon de ARNm de
ligandos como LSECtina y Galectina-3 (Gal-3) estdn
asociados positivamente con la expresiéon de LAG-3
y con baja tasa de supervivencia [33]. De destacar
que la sobreexpresion de LSECtina ha sido eviden-
ciada en células de melanoma humano, en donde
su interaccidén con LAG-3 inhiben la funcionalidad
secretora de interferon gamma (IFNy) [19].

En lo que respecta a Gal-3, ensayos in vitro han
demostrado que este ligando se asocia con LAG-3
en células T CD8™" activadas, impidiendo su funcio-
nalidad en el microambiente tumoral. Esta asocia-
cién sugiere la inhibicion de la actividad de pDC
inflamatorias, las cuales impulsan la activacién de
células T especificas de antigeno [43], lo cual se
relaciona con la alta expresion de LAG-3 en pDC
de ganglios linfiticos invadidos por metdstasis de
melanoma, asi como en el melanoma metastasico

cutaneo [37]. Dentro de las funciones descritas hasta
la fecha de Gal-3 se encuentran: la disminucion de
la actividad autofégica, la progresién de melanoma
mediante la regulacién de la IL-8 y la cadherina VE,
la regulacién positiva de la expresion de autotaxi-
na (ATX) a través del factor nuclear de células T
activadas (NFAT1) y, la progresiéon de melanoma
metastasico [44, 45]. A su vez, niveles elevados del
transcrito de LAG-3 en MU han sido correlaciona-
dos con pérdida del gen BPAI [33,46], implicado en
el desarrollo de metastasis a través de la activacidon
de la via de senalizacién NFkB que se asocia con
factores reguladores inmunes MHC-I [47].

Estudios adicionales en una cohorte de pacientes
con melanoma cutdneo, indicaron que la regulacién
transcripcional mediada por la hipometilacién en la
region promotora del gen LAG-3, se correlaciona
significativamente con la expresiéon de su ARNm
en tipos celulares proinflamatorios como: células
NK activadas, células T CD8" y células T CD4*
activadas, lo que contribuye a un microambiente
inmunosupresor [48].
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De igual manera, en pacientes con melanoma en
etapa III, la expresion de LAG-3 fue identificada
en células Treg de ganglios linf4ticos invadidos por
el tumor y linfocitos infiltrados por el tumor, que
a su vez expresan CD25", Foxp3™ y CD4" [49]
(figura 1). Lo anterior, conduce a la alteracién de
la proliferacion y la homeostasis de las células T,
al incrementar la produccién de citoquinas inmuno-
supresoras IL-10 y TGF-f1 en células dendriticas
inducidas por el tumor, limitando la respuesta in-
mune de células T CD4", T CD8" y NK, contra el
céancer [50] y disminuyendo el fenotipo efector de
linfocitos cooperadores como Th1, Th2 y Th17 [51].
Los anteriores hallazgos, han conducido al estableci-
miento de asociaciones entre la expresion de LAG-3
en células Treg con la produccién de citoquinas in-
munosupresoras en tumores de melanoma avanzado
[49] (figura 1).

2.2 TIGIT y su rol en melanoma

El receptor inhibitorio con dominios Ig e ITIM (TI-
GIT) pertenece a la familia de las super inmunoglo-
bulinas, junto con LAG-3 y TIM-3. Este receptor esta
formado por cuatro dominios: un dominio variable de
inmunoglobulina extracelular (IgV), un dominio trans-
membrana tipo I, una cola citopldsmica con un mo-
tivo inhibidor basado en tirosina de inmuno-receptor
(ITIM) y un motivo similar a la tirosina de cola de Ig
(ITT) [52]. Dentro de sus ligandos se encuentran dos
miembros de la familia de las nectinas, CD155 (PVR,
Necl-5) y CD112 (Nectina-2), ligandos que generan
coestimulacién o coinhibicién y que son compartidos
con otros receptores como CD226. Recientemente
otro ligando fue identificado, el ligando Nectina-4
cuya afinidad es especifica de TIGIT [53]. Dentro
de las funciones asociadas a este inmunoreceptor se
encuentran: la supresion de la proliferacion de células
CD8" al unirse a los dominios del receptor de célu-
las T (TCR) [54], la reduccién de la sefializaciéon de
p-ERK inducida por TCR en células T CD8™ [55], la
inhibicién de la citotoxicidad regulada por las células
NK'y el bloqueo de la unién de receptores homélogos
(como CD266) a los respectivos ligandos [56].

TIGIT ha sido relacionado con una regulacién po-
sitiva en diferentes tipos de canceres como el carcino-
ma hepatocelular [57], adenocarcinoma de pulmén

[58], carcinoma de células renales [59], melanoma
[60], entre otros, donde niveles altos de CD155 o
TIGIT han sido asociados con progresion tumoral,
incluida la invasién tumoral y la recurrencia, e indi-
can resultados clinicos desfavorables [53].

En melanoma, TIGIT se expresa en >70% de los
microambientes tumorales [61] y su locus especifico
estd hipometilado en las células Tregs. Las células
Tregs, que expresan una alta proporcion de TIGIT
en los sitios del tumor, evidencian niveles mas altos
de genes como FOXP3, CD25 y CTLA-4, los que
contribuyen a la capacidad invasiva del melanoma
[62, 63]. Por el contrario, tanto las células T efectoras
(Teff) como las CD4 ™", regulan al alza tanto a TIGIT
como a CD226 e incrementan la liberacion de la
citoquina proinflamatoria IL-10 [60].

De la misma manera, ha sido indicado que el ligan-
do CD155, regulado al alza en células de melanoma,
suprime la activacién de CTL especificos a través
de la interaccion con TIGIT en la fase efectora [64].
La estimulacién tumoral induce la disminucién de la
expresion de CD226 con la consecuente regulacion
positiva de TIGIT en los CTL productores de IFN-y
especificos de melanoma, incrementando por ende la
resistencia inflamatoria en el microambiente tumoral
[14]. Ademas, el alza de TIGIT/CD155, reduce la
citotoxicidad, la desgranulacién y la secrecion de
citoquinas en células NK. Ademas, TIGIT/CD155
permite reclutar el dominio SH que contiene inositol-
5-fosfatasa (SHIP1), y de esta forma inhibir las vias
de sefializaciéon PI3K, MAPK y NF-kB [65, 66].

Adicionalmente, un estudio reciente reportd asocia-
ciones entre los receptores inmunitarios, indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO1) y TIGIT, con un aumento
significativo en el nimero de células TIGIT* en pa-
cientes con MU metastdsico. Cabe resaltar que los
efectos de la metastasis aumentaron 18 veces mds en
comparacién con las células TIGIT negativas [67].

Como se indic6 anteriormente, el ligando Nectina-
4, fue recientemente identificado como un ligando
con afinidad especifica para TIGIT [53]. Nectina-4
se sobreexpresa en pacientes con melanoma con mu-
tacion en BRAF V600. La sobreexpresion de esta
molécula ha sido asociada con la sobreactivacién de
la via PI3K/Akt en los melanocitos, constituyéndo-
se, por ende, como un indicador de mal prondstico
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[68]. Adicionalmente ha sido indicado que, en me-
lanoma avanzado, los cambios en la expresion de
Nectina-4 alteran la adhesion celular, favoreciendo
el crecimiento de las células cancerosas y el aumento
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Figura 2. Efectos de la sobreexpresion de TIGIT en el microambiente tumoral en Melanoma. La unién de TIGIT a CD155 y
CD112 conduce al aumento de IL-10, a la disminucién de IL-2, y a la inhibicién de células T. Adicionalmente, el alza de
este complejo, reduce la citotoxicidad, desgranulacién y secrecidn de citoquinas en células NK conduciendo a la inhibicién
de vias de sefializacion como la de PI3K, MAPK y NF-xB. Por su parte, en células T reguladoras (Tregs) el alza de TIGIT
favorece la capacidad invasiva del tumor por el incremento en la expresion de las vias Foxp3, CD25 y CTLA-4.

3 Inmunoterapia LAG-3

Las terapias dirigidas al bloqueo de LAG-3 se han
centrado en el desarrollo tanto de monoterapias (an-
ticuerpos monoclonales, proteinas de fusiéon solu-
bles LAG-3-Ig y farmacos bioespecificos anti-LAG-
3 [70], como de terapias combinadas.

3.1 Monoterapia

Diversos anticuerpos anti-LAG-3 han sido desarro-
Ilados con el objetivo de restablecer la actividad de
las células T mediante la interrupcidn de la union del
receptor con sus ligandos. Dentro de estos mAb se
encuentran LBL-007, Eftilagimod alfa y C25, entre
otros. LBL-007 es un mAb desarrollado actualmente,
el cual corresponde a un aislado de una biblioteca
de presentacién de anticuerpos humanos mediante
fagos que es capaz de bloquear la unién de LAG-3
a MCH-II y LSECtina simultaneamente. Este anti-
cuerpo permite una mejor internalizacién celular que
Relatlimab e inhibe mejor las funciones de LAG-
3/MHC-1I y lectina de células endoteliales sinusoida-
les hepéticas. Lo anterior conduce a la disminucién

del crecimiento tumoral, debido al incremento en la
secrecion de IL.-2 y del NFAT [71].

Eftilagimod alfa es un péptido soluble LAG-3 que
se une a MHC-II e interviene en la activacién de APC
y células CDS [72]. Estudios recientes han demos-
trado que la activacion de células T con Eftilagimod
alfa, exhibe una respuesta prolongada al tratamiento.
Especificamente, se observo qué en pacientes con
melanoma no resecable o metastasico, el incremento
sostenido en el ndmero de células T CD4*" y CD8*
luego del tratamiento se mantuvo durante 3 a 6 meses
[73].

C25, es un nuevo péptido ciclico desarrollado por
“biopanning” de visualizacion de fagos. Este péptido
presenta una alta afinidad de unién con LAG-3, con-
duciendo a la interrupcién de la interaccion de HLA-
DR (una molécula del MHC-II). Adicionalmente, ha
sido asociado con la ralentizacién de la degradacién
enzimadtica, y con el aumento en la proporcién de
células T CD4*", CD8™ infiltrantes de tumor y la
produccidén de IFN-7, en modelos de ratén [74].
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3.2 Terapia combinada

La expresiéon de LAG-3 en células CD4", CD8"
y pDC es considerada como biomarcador de mal
prondstico. Por lo que diferentes terapias inhibido-
ras han sido desarrolladas para interrumpir la unién
LAG-3/MHC-II. Teniendo en cuenta que LAG-3 se
coexpresa en melanoma con otros CPIs, incluyendo
a PD-1, IDO-1 y CTLA-4 [33], se han desarrollado
terapias combinadas que involucran el uso del blo-
queo conjunto entre inmunoterapia con otros CPIs.
El bloqueo conjunto de PD-1 y LAG-3 es el mas
ampliamente estudiado (Tabla 1) y ha mostrado me-
jores resultados en cuanto a la disminucién del cre-
cimiento tumoral en ensayos con ratones [71]. Por

ejemplo, en ensayos de melanoma acral (metastasi-
c0), mostrd una alta tasa de control de la enfermedad,
mediante la activacion de células T efectoras en el
microambiente tumoral y una supervivencia libre de
progresion (PFS por sus siglas en inglés) mas du-
radera [75]. Estudios adicionales, mostraron que el
uso de anticuerpos de doble bloqueo (que se dirigen
a PD-L1 y LAG-3), permitieron el restablecimiento
de la actividad prolongada de células T (en modelos
murinos) y, la optimizacién de la respuesta inmune
antitumoral mediante la secrecién de IFN-y e IL-2
[76-78].

Tabla 1. Inmunoterapias de bloqueo conjunto LAG-3 y PD-1 evaluadas en melanoma.

LBL-007 (mAb humano). Antagonista mAb Relatlimab. In vivo con modelo murino de  Suprime el crecimiento [71]
cancer colorrectal trasplantado.  tumoral.
Eftilagimod alfa (proteina  Pembrolizumab (antagonista de  Estudio de fase I en pacientes  Incremento de células NK'y [73]
soluble LAG-3). PD-1). con melanoma avanzado en es-  células T CD8 y CD4 acti-
tadio I'V. vadas. Asi como el aumento
del IFN-y.
IBI323 (anticuerpo bioespecifico IgG1 BsAb Ensayos in vitro y en modelos  Actividad antitumoral con [76]
humano de doble bloqueo PD-1/PD-LI, de ratones humanizados. incremento de células T
CD80/PD-L1 y LAG-3/MHC-II). CD8+ y CD4+ en ratones.
Limita la sinapsis inmunita-
ria entre las APC PD-L1+y
las células T LAG-3+.
Fianlimab (mAb anti-LAG-  Cemiplimab (mAb anti-PD-1). Estudio de fase I de escaladade  El estudio estd en curso, se [80]
3 humano). dosis en pacientes con melano-  han evidenciado eventos ad-
ma avanzado. versos relacionados con el
sistema inmunitario y se es-
ta evaluando la expresion
de LAG-3, PD-1y
MHC-II.
LBL-007 (mAb humano). Toripalimab (un anticuerpo anti- Ensayo de fase I, en pacientes  DCR (tasa de control de la [75]
PD-1 aprobado para el trata- con melanoma acral y mucoso. enfermedad)81,1 % melano-
miento del melanoma en China). ma acral y 50 % melanoma
mucoso.
Relatlimab (IgG4 mAb hu-  Nivolumab (IgG4 mAb dirigido ~ Ensayo de fase 2-3 en pacientes ~ Supervivencia libre de pro- [16]
mano dirigido a LAG-3). aPD-1). con melanoma metastdsico. gresion mds prolongada
que con monoterapia
anti-PD1.
Ieramilimab  (LAG525)  Spartalizumab (mAb humaniza-  Estudio de fase I/Il en pacientes  Expresién aumentada de ge-  [81, 82]
(mAb humanizado IgG4  do IgG4 que bloquea PD-1/PD-  con tumores sélidos avanzados  nes inmunitarios CD8.
que bloquea L1y PD-1/PD-L2). (melanoma cutdneo y no cuta-
LAG-3/MHC-II). neo).
ABLS501 (anticuerpo bioespecifico humano Analisis de la inhibicién de PD-  Promocién de células CD [83]

anti-LAG-3xPD-L).

1 y LAG-3 en lineas celulares.
La eficacia antitumoral se eva-
1ué en modelos de ratén huma-
nizados y Macacos cangrejeros
(cynomolgus).

maduras que conduce a la
activacion de células T efec-
toras CD4 + y CD8 + y
secrecion del IFN-y. Ade-
mds, se favorece la comu-
nicacién entre células T y
células tumorales.
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Es importante resaltar que la inhibicién dual de
PD-1 y LAG-3 mediante relatlimab y nivolumab
respectivamente, ha sido la inmunoterapia de blo-
queo conjunto mas recientemente aprobada por la
administracién de alimentos y medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) para el tratamiento de perso-
nas mayores de 12 afios con melanoma no resecable
o metastasico [79]. De hecho, un reciente estudio re-
port6 que relatlimab-nivolumab condujo a una PFS
a los 12 meses (47,7 % de los pacientes) més am-
plia que la monoterapia con nivolumab (36 % de los
pacientes con una mediana de PFS de 4,6 meses).
De igual forma, identificaron que la PFS fue mas
duradera en los pacientes que expresaron LAG-3 en
1% o mas [16]. Estos resultados son similares a los
publicados en ensayos clinicos previos [79].

4 Inmunoterapia TIGIT

La inmunoterapia dirigida a TIGIT, se ha basado
en el uso de monoterapia, terapia combinada y la
combinacién de anticuerpos-fairmacos dirigidos a
ligandos especificos [56, 84].

4.1 Monoterapia

La monoterapia ha sido dirigida al bloqueo de la
unién de TIGIT a sus ligandos, mediante el uso
de mAb. En melanoma el desarrollo clinico de
mAb anti-TIGIT como monoterapia se encuentra
en fases tempranas. Actualmente, se llevan a ca-
bo estudios del anticuerpo anti-TIGIT vibostolimab
(VIB), como monoterapia junto con el ensayo clini-
co NCT04335253 para evaluar el mAb anti-TIGIT
EOS884448 (EOS-448). Este ensayo clinico corres-
ponde a un estudio multicéntrico, abierto, de fase 1/2
en pacientes con tumores malignos sélidos avanza-
dos previamente tratados. Como resultados prelimi-
nares de la fase 1 en un paciente, previamente tratado
con un inhibidor de BRAF-MEK y pembrolizumab
(PEM), se evidencio una reduccién de los tumores
intrabdominales del 50 % [85]. Ademas, se ha em-
pleado la desmetilacién farmacoldgica de la linea
celular de melanoma A375 como estrategia terapéu-
tica reciente, en la cual se observo una reduccion en
la expresién de TIGIT constitutiva [86].

4.2 Terapia combinada

En estudios preclinicos ha sido evidenciado que la
terapia conjunta dirigida al bloqueo de PD-1 y TI-
GIT, presenta efectos favorables [13]. De hecho, ha
sido mostrado que el bloqueo simultdneo de la via
PD-1 y la via CD155-TIGIT, restablece la funcién
efectora de las células T citotdxicas in vitro, lo cual
fundamenta el uso de mAb combinados en el trata-
miento de melanoma avanzado [64]. Sin embargo, al
ser terapias recientes, la mayoria de ensayos clinicos
se encuentran en fase de reclutamiento. Dentro de
tales ensayos clinicos se encuentran:

4.2.1 Ensayo de fase I/l (NCT04305041)

Este ensayo busca analizar el efecto combinado de
mADb de TIGIT (VIB) con mAb PD-1 (PEM) y anti-
CTLA-4, Quavonlimab, (QUA) en 200 pacientes con
melanoma refractario positivo para PD-1. Se estima
obtener resultados preliminares de este ensayo clini-
co en el afio 2030 [87].

4.2.2 Dos ensayos aleatorizados con 315 y 60 pa-
cientes con melanoma avanzado de primera
linea (1L) y con melanoma en etapa Il res-
pectivamente

Este ensayo contempla evaluar la seguridad y efica-
cia del inhibidor P mediante el uso de mAb-antiPD-1,
PEM, en combinacién con agentes en investigacion,
incluyendo mAD dirigidos a TIGIT (VIB) [88, 89].

4.2.3 Ensayo clinico NCT05130177 de fase II del
inhibidor de PD-1 zimberelimab (AB122)
con inhibidor de TIGIT domvanalimab
(AB154)

El objetivo de este ensayo es evaluar la desaparicion
completa y hasta en un 30 % de eliminacién de las
lesiones del melanoma, junto con la supervivencia
libre de progresién (PFS) y supervivencia general
(OS) alos 6, 24, 48 y 60 meses luego de iniciado el
tratamiento, en un grupo de 26 pacientes con melano-
ma avanzado previamente tratados con inhibidores
de PD-1. En este ensayo se tiene en cuenta la enfer-
medad progresiva en las 12 semanas posteriores a la
ultima dosis de mAb anti-PD-1/L.1 [90].
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4.2.4 Ensayo clinico NCT05060432

Este ensayo corresponde a un estudio multicéntrico,
abierto, de fase I/II de EOS884448 (EOS-448) en
376 pacientes de tumores sélidos como el melanoma.
En este ensayo se pretende evaluar la respuesta a
seis combinaciones de mAb de TIGIT, PD-1 y el
antagonista del receptor de adenosina A2A [91].

5 Combinacion de anticuerpos-farmacos
dirigidos a ligandos especificos

Enfortumab vedotin, actia como inhibidor de mi-
crotibulos, y consiste en un anticuerpo monoclonal
ligado a la monometil auristatina (MMAE) dirigido

al bloqueo de Nectina-4. Los buenos resultados del
uso de Enfortumab vedotin, han sido demostrados en
carcinoma urotelial metastasico o localmente avan-
zado, en donde se observd gran eficacia antitumoral,
evidenciada por un aumento de la supervivencia ge-
neral libre de progresién en comparacién con pacien-
tes tratados con quimioterapia estdndar e inhibidores
de PD-1y PD-L1 [92-94]. Estudios posteriores han
recomendado el uso de Enfortumab vedotin en el
tratamiento de melanoma avanzado [68], debido a la
induccién de apoptosis en células de melanoma con
mutacién BRAF o resistentes a BRAFi (Figura 3).

Célula NK
CélulaT

mAb Anti-CTLA-4

[l hl
' AB1224AB154 |
| T — .

Conjugado mAb
+farmaco Anti-Nectin-4

PD-L1

Nectina-4

Célula
tumoral
Melanoma

mAb Anti-PD-1

Monoterapia
mAb Anti-TIGIT
E0S-448
VIB
AB122

'
E0S-448 '
+PEM '
+Antagonista del
receptorde !
adenosina A2A !
'

Figura 3. Ensayos clinicos de inmunoterapia con mAb anti- TIGIT, PD-1 y CTLA-4 en melanoma. Actualmente, los
tratamientos usados en melanoma incluyen el uso de monoterapia y terapia combinada. En monoterapia se usan anticuerpos
monoclonales anti-TIGIT como EOS-448, VIB y AB154. La terapia combinada incluye el uso conjunto de: a) VIB + PEM +
QUA; b) VIB + PEM; ¢) AB122 + AB154; d) EOS-448 + PEM + antagonista del receptor de adenosina A2A. Adicionalmente,
para el bloqueo de Nectina-4, se desarrollan ensayos clinicos de conjugados anticuerpo-firmaco como Enfortumab vedotin.
VIB, vibostolimab; PEM, pembrolizumab; QUA, Quavonlimab; AB122, zimberelimab; AB154, domvanalimab.

6 Interaccion entre LAG-3 y TIGIT en la
respuesta inmune antitumoral

LAG-3 y TIGIT son moléculas coinhibitorias que
tienen funciones reguladoras en la respuesta inmune
del ambiente inflamatorio tumoral con patrones de
expresion similares. Sin embargo, las colas de sefia-
lizacién de estos son Unicas y definen las funciones

especificas y los efectos sinérgicos de la terapia diri-
gida y combinada a estas moléculas en cancer [95].
Se ha evidenciado que TIGIT se correlaciona con un
aumento en la expresion de otros puntos de control
inhibidores como LAG-3, TIM-3 y expresién dismi-
nuida de DNAM-1, lo cual reduce la capacidad del
sistema inmune frente a las células del melanoma
[96]. LAG-3, TIM-3 y TIGIT se expresan en gran
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medida en células T disfuncionales o agotadas y evi-
dencian una correlacién positiva con la produccion
de IL-10 [97].

Adicionalmente, ha sido indicado que TIGIT y
LAG-3 tienen mayor expresioén conjunta en la zona
peritumoral que en el drea intratumoral en células
de melanoma cutdneo, lo cual ha sido relacionado
con variables clinicopatoldgicas de peor prondstico
(mayor grosor de Breslow, aumento en la tasa de
mitosis en el tumor y afectacion ganglionar). Estos
CPI se expresan en CD3™ y estdn correlacionados
con la alta expresion de PD-1 y la densidad de TIL
en el 30% de casos de melanoma, aunque dicha
asociacion no se presentd en células tumorales [98].

Recientemente, un estudio demostré que inhibir
la glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK-3) bloquea la
transcripcion de PD-1 y regula negativamente la ex-
presion del gen de activacion de linfocitos 3 (LAG-3)
en células T CD4" y CD8™ citoliticas para reducir el
crecimiento tumoral de melanoma subcutdaneo B16
en ratones. Ensayos posteriores en un paciente con
melanoma metastasico demostré que Elraglusib un
inhibidor de GSK-3, redujo la progresién del cancer
y disminuyé la expresién no solo de PD-1 y LAG-3,
sino también de TIGIT en TIL CD8" [99, 100]. Por
lo anterior, TIGIT y LAG-3 se han convertido en
biomarcadores prondsticos y posibles dianas de la
inmunoterapia combinada antitumoral.

7 Conclusiones y perspectivas

TIGIT y LAG-3 son inhibidores de puntos de control
inmunitarios que estdn regulados al alza en mela-
noma y cuya expresion sinérgica ha sido asociada
con peor prondstico de la enfermedad. Actualmente,
mientras que el desarrollo clinico de monoterapias y
terapias combinadas entre mAb anti-TIGIT con mAb
anti-PD-1, y antagonistas del receptor de adenosina
A2A se encuentra en etapas tempranas, la terapia
de anticuerpos-farmacos como Enfortumab vedotin
solo se encuentra reportada en ensayos preclinicos.
Lo anterior evidencia la necesidad de la realizacién
de estudios adicionales que permitan caracterizar el
funcionamiento y la eficacia de terapias que han sido
aprobadas para otros tipos de cdncer como el cin-
cer urotelial avanzado. Dada la alta implicacion de

LAG-3 y TIGIT/Nectina-4 en melanoma metastasi-
co, estos receptores son actualmente considerados
como blancos prometedores de terapia combinada
con moléculas inhibitorias especificas como mAb
anti-TIGIT y anti-LAG-3.
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