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RESUMEN

La manipulacién farmacologica del sistema inmunitario
para conseguir respuestas linfocitarias de mayor intensidad
tiene aplicacién potencial en inmunoterapia tumoral y en el tra-
tamiento de enfermedades virales cronicas. Los anticuerpos
monoclonales inmunoestimuladores se definen como una familia
de farmacos que aumentan la respuesta inmunitaria al interac-
cionar como ligandos artificiales con proteinas funcionales del
sistema inmunitario, activando o inhibiendo su funcién. Hay anti-
cuerpos monoclonales humanizados dirigidos frente al receptor
inhibidor linfocitario CD152 (CTLA-4) que se estan probando en
ensayos clinicos con evidencia de actividad antitumoral, aunque
con la contrapartida de producir reacciones autoinmunitarias
severas. Los anticuerpos anti-CD137 tienen la capacidad de indu-
cir potentes respuestas inmunitarias, mediadas principalmente
por linfocitos T citotoxicos, con el resultado de erradicar tumo-
res transplantables de ratén de forma comparativamente supe-
rior a los anticuerpos frente a CD152. CD137 (4-1BB) es un anti-
geno de diferenciacion expresado selectivamente en la superficie
de linfocitos T y NK activados y sobre células dendriticas. Los
anticuerpos monoclonales que actiian como ligandos artificiales
estimuladores de este receptor (anticuerpos monoclonales ago-
nistas anti-CD137) potencian la inmunidad celular antitumoral y
antiviral en modelos experimentales murinos. Paraddjicamente,
estos mismos anticuerpos previenen o mejoran el curso de enfer-
medades autoinmunitarias establecidas en ratones como mode-
lo. A la luz de estos datos experimentales, varios grupos de
investigaciéon han procedido a la humanizacion de anticuerpos
dirigidos frente a CD137 humano y se plantea la inminente reali-
zacion de los primeros ensayos clinicos.

Palabras clave. CD137 (4-1BB). CD152 (CTLA-4). Anticuer-
po monoclonal. Inmunoterapia.
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ABSTRACT

Pharmacological intervention on the immune system to
achieve more intense lymphocyte responses has potential appli-
cation in tumour immunology and in the treatment of chronic
viral diseases. Inmunostimulating monoclonal antibodies are
defined as a new family of drugs that augment cellular immune
responses. They interact as artificial ligands with functional pro-
teins of the immune system, either activating or inhibiting their
functions. There are humanized monoclonal antibodies directed
to the inhibitory receptor CD152 (CTLA-4) that are being tested
in clinical trials with evidence of antitumoural activity. As a
drawback, anti-CTLA-4 monoclonal antibodies induce severe
autoimmunity reactions in a fraction of the patients. Anti-CD137
monoclonal antibodies have the ability to induce potent
immune responses mainly mediated by cytotoxic lymphocytes
with the result of frequent complete tumour eradications in
mice. Comparative studies in experimental models indicate that
the antitumour activity of anti-CD137 monoclonal antibodies is
superior to that of anti-CD152. CD137 (4-1BB) is a leukocyte dif-
ferentiation antigen selectively expressed on the surface of acti-
vated T and NK lymphocytes, as well as on dendritic cells. Mon-
oclonal antibodies acting as artificial stimulatory ligands of this
receptor (anti-CD137 agonist antibodies) enhance cellular anti-
tumoural and antiviral immunity in a variety of mouse models.
Paradoxically, anti-CD137 monoclonal antibodies are therapeu-
tic or preventive in the course of model autoimmune diseases in
mice. In light of these experimental results, a number of
research groups have humanized antibodies against human
CD137 and early clinical trials are about to start.

Key words CD137 (4-1BB). CD152 (CTLA-4). Monoclonal
antibody. Immunotherapy.
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INTRODUCCION Y CONCEPTOS
GENERALES

Los anticuerpos monoclonales son
inmunoglobulinas de una tnica especifici-
dad antigénica producidas por una linea
de linfocitos B inmortalizada para su culti-
vo in vitro. Hace ahora 25 anos que César
Milstein y George Koehler idearon un
método para conseguir estos anticuerpos,
procediendo a la fusion celular entre lineas
celulares inmortales de mielomas de ratén
y los linfocitos B del bazo de ratones inmu-
nizados frente a un antigeno de interés'.

Una de las primeras aplicaciones de los
anticuerpos monoclonales fue la caracteri-
zacion selectiva de las proteinas de super-
ficie de las células del sistema inmunitario
que se estudiaban utilizando anticuerpos
monoclonales especificos como herra-
mienta. El estudio sistematico, utilizando
anticuerpos monoclonales de las proteinas
funcionales del sistema inmunitario, ha
sido crucial para entender sus mecanis-
mos fisioldgicos.

La disponibilidad de anticuerpos
monoclonales con especificidad deseada
hizo pensar una rapida aplicacién en tera-
pia clinica, que sin embargo ha necesitado
de mas de 20 anos de desarrollo para obte-
ner sus primeros frutos'. Las aplicaciones
mas establecidas se encuentran en el
ambito de la terapia del cancer y en el blo-
queo de citoquinas mediadoras de la infla-
macioén para el tratamiento de enfermeda-
des autoinmunes’.

En el caso del tratamiento de enferme-
dades malignas se han encontrado anti-
cuerpos monoclonales con capacidad de
destruccion directa de las células tumora-
les'?, entre los que destacan los anticuer-
pos anti-CD20 en el tratamiento de linfo-
mas’. Se desarrollan, cada vez mas,
anticuerpos monoclonales que tienen
mecanismos indirectos de accién, ya que
no destruyen las células tumorales direc-
tamente, sino que interfieren con factores
troficos necesarios para la supervivencia y
la proliferacion de las células tumorales®, o
bien con la vascularizacion del tejido
maligno®.

Entre estos anticuerpos con mecanismo
indirecto de accién podemos encuadrar a
los anticuerpos monoclonales inmunoesti-
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muladores’. Estos anticuerpos actian acti-
vando o inhibiendo la funcién de proteinas
del sistema inmunitario. Su mecanismo de
accion puede ser bien la interferencia de un
mecanismo inhibitorio de la respuesta, o
bien la potenciaciéon farmacolégica de un
mecanismo estimulador (Fig. 1).

Para su utilizacién en humanos es
necesario eliminar de los anticuerpos
monoclonales aquellas secuencias de
inmunoglobulina de ratén no implicadas
en la interaccion con el antigeno, que
resultarian antigénicas para los seres
humanos. Esto se consigue clasicamente
mediante técnicas de ingenieria genética,
sustituyendo secuencias de inmunoglobu-
lina murina por inmunoglobulina humana,
sin desvirtuar la afinidad del anticuerpo'.
Alternativamente, en la actualidad existen
ratones transgénicos cuyo genoma contie-
ne los loci de las inmunoglobulinas huma-
nas, de modo que al ser inmunizados, res-
ponden con anticuerpos humanos®.

El campo de los anticuerpos inmuno-
potenciadores se estad desarrollando rapi-
damente debido a la llegada a la experi-
mentacion clinica avanzada (ensayos
clinicos fase Il y Ill) de los anticuerpos anti-
CD152 (CTLA-4). Estos anticuerpos habian
demostrado su actividad en modelos
tumorales de ratén®” que se potenciaba
sinérgicamente con pautas de vacunacion
con diferentes formas de antigenos tumo-
rales. Una tasa de respuesta clinica de alre-
dedor del 20% correlaciona con reacciones
autoinmunitarias severas®. El caso de los
anticuerpos anti-CTLA-4 representa proba-
blemente las primicias del desarrollo de
una nueva familia farmacolégica con multi-
ples miembros y variados mecanismos de
accion. Entre ellos, destacan los anticuer-
pos anti-CD137, objeto del resto de este
trabajo.

CD137 es una glicoproteina de la fami-
lia del receptor de TNF (Factor de necrosis
tumoral). Se expresa en la membrana de
linfocitos T y NK activados', pero no en
linfocitos en reposo. Se ha detectado tam-
bién su expresion en células dendriticas y
en granulocitos”. La funcién principal de
esta proteina parece ser coestimular la
proliferacién y favorecer la supervivencia
de linfocitos T activados por antigeno'.
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ANTICUERPO MONOCLONAL
AGONISTA
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Anticuerpos monoclonales inmunoestimulantes

Figura 1. Representacion esquematica simplificada de los mecanismos de accién propuestos para los
anticuerpos monoclonales inmunoestimuladores.

Tiene un unico ligando denominado
CD137-Ligando", perteneciente a la familia
del TNF que se expresa en la membrana de
células presentadoras de antigeno activa-
das (células dendriticas, células B y
macro6fagos)’.

En esta revision, nos centraremos en
describir su potencial aplicacion en el tra-
tamiento de tumores e infecciones virales
cronicas mediante un mecanismo inmuno-
potenciador. Teniendo en cuenta, que
paraddjicamente puede encontrar también
utilidad en el tratamiento de la esclerosis
miltiple', la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico?'.

EL ENCUENTRO DE CD137 (4-1BB) Y
CD137-LIGANDO (4-1BB LIGANDO)
CON LA INMUNOLOGIA DE
TUMORES

La llegada de los anticuerpos
monoclonales agonistas anti-CD137

La inmunoterapia antitumoral actual
incluye una serie de aproximaciones que
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intentan destruir el tejido maligno por
medio del armamento de destruccién celu-
lar con el que esta dotado el sistema inmu-
nitario. Inducir y aumentar la respuesta
inmunitaria celular frente a las células can-
cerosas o frente a componentes criticos
del estroma tumoral es una empresa dificil.
Sin embargo, algunos avances recientes
han conseguido regresiones completas de
tumores de roedores. Entre estas estrate-
gias experimentales que han tenido éxito,
podemos destacar:

1. Vacunaciones con células dendriticas

cargadas con antigenos tumorales u
otras formulaciones de vacunas®.

N

Transferencia adoptiva de linfocitos
preactivados in vitro a sujetos portado-
res de tumor, en quienes se ha inducido
linfopenia*.

Tratamiento local o sistémico con cito-
quinas, incluyendo estrategias de tera-
pia génica, que aumentan la respuesta
inmunitaria celular**.
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4. Transfeccion a las células tumorales
con moléculas coestimuladoras para
células T.

5. Interferencia molecular con los meca-
nismos fisiol6gicos que regulan negati-
vamente la respuesta inmunitaria. Este
altimo es un campo especialmente fér-
til de investigacion e incluye:

— Interferencia con moléculas coinhibi-
torias de células T, como PD-1**y
CTLA-4%.

— La deplecion o inactivacion de célu-
las T reguladoras®.

- La inhibicién de enzimas cuya activi-
dad interfiere localmente con la acti-
vacion de células T (por ejemplo, la
indoleamina dioxigenasa, IDO)™.

La translacion hacia la terapia humana
progresa despacio, aunque en general, los
resultados obtenidos en ratones tienden a
ser mas eficaces que las observaciones
que se estan realizando en los ensayos cli-
nicos. No obstante, hay una gran esperan-
za en que la combinacién de varias de
estas aproximaciones terapéuticas en un
régimen adecuado puedan optimizar los
resultados y llegar a formar parte de la
practica clinica habitual®.

En 1995, el campo de la coestimulacion
en la respuesta inmunitaria frente a tumo-
res, era un tema caliente. Habia sobre el
tapete experimentos interesantes que
demostraban que la transfeccion de célu-
las tumorales con ligandos coestimulado-
res como B7-1 (CD80) incrementaba la
inmunogenicidad de las células malignas,
de forma que eran rechazadas y eran capa-
ces de controlar el crecimiento de células
tumorales no transfectadas inyectadas en
otro lugar del mismo rat6n**. Una carac-
teristica de gran importancia en estos sis-
temas es que las células tumorales tienen
que presentar antigenos de rechazo tumo-
ral para que este rechazo pueda ser incre-
mentado por la coestimulacion artificial®.

Los anticuerpos monoclonales dirigidos
frente a proteinas de la membrana linfocita-
ria pueden actuar como ligandos agonistas
artificiales para dichos receptores (Fig. 1),
proporcionando sefales que imitan a aque-
llas recibidas por los ligandos coestimula-
dores naturales’. Siguiendo este razona-

80

miento sencillo se buscaron anticuerpos
monoclonales con efecto antitumoral que
actuaran a través de estos mecanismos de
coestimulacion. Este screening se realizd
mediante la administracion de este tipo de
agentes a una serie de ratones portadores
de mastocitomas establecidos en la cavidad
peritoneal. Uno de estos anticuerpos, que
era capaz de evitar la progresion tumoral,
se identificé que iba dirigido frente a CD137
(4-1BB)®. Inmediatamente después, otros
dos anticuerpos monoclonales de la misma
especificidad'® fueron probados en ratones
portadores del mastocitoma P815, tanto
intraperitonealmente como subcutanea-
mente. La rapida progresion de los tumores
en los grupos control contrastaba en el
rechazo précticamente constante en los
grupos tratados. Algunos de los tumores
subcutaneos que perdian volumen fueron
extirpados quirdrgicamente para demos-
trar un infiltrado linfocitario que entraba en
los nédulos tumorales desde su periferia.
Los infiltrados contenian principalmente
células T (tanto CD8+ como CD4+, asi como
macrofagos). De acuerdo con esto, otra
serie de experimentos demostrd un incre-
mento en la actividad citotoxica antitumo-
ral especifica en el bazo de los ratones tra-
tados®. Fue sorprendente observar que
esta actividad citotoxica se detectaba en
los esplenocitos recién aislados sin necesi-
dad de reestimulo en cultivo con células
tumorales irradiadas. Se realizaron experi-
mentos exitosos de tratamiento y observa-
ciones mecanisticas similares con tumores
establecidos derivados del sarcoma
Agl104A. Este tumor es de origen esponta-
neo, sin uso de carcindégenos quimicos, y se
le considera de baja inmunogenicidad
intrinseca®. En el modelo del mastocitoma
P815, se verificé que la eliminacién tanto de
linfocitos T CD4 como CDS8, daba lugar a la
pérdida completa del efecto antitumoral®.
Estudios posteriores han encontrado que el
requerimiento de actividad cooperadora
por células T CD4 es dependiente de cada
modelo tumoral, existiendo tumores en que
la actividad de linfocitos T CD4 no es nece-
saria para el rechazo inducido por anticuer-
pos anti-CD137*. Otros experimentos de
deplecion selectiva han demostrado que las
células NK son también absolutamente
necesarias para el efecto antitumoral de los
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anticuerpos monoclonales agonistas frente
a CD137¥. La molécula CD137 no se detecta
en la superficie de las células NK en reposo,
pero se ha demostrado que se expresa
intensamente en las células NK activadas
con citoquinas, como la interleuquina-2 y la
interleuquina-15*%,

Estudios comparativos con
anticuerpos monoclonales anti-
CD152 (CTLA-9)

En el momento en que se estaban reali-
zando las primeras observaciones sobre el
efecto antitumoral en el sistema de CD137,
el grupo de J.P. Allison (Universidad de
Berkeley, CA, USA) describi6 los efectos
antitumorales de la administracién por via
sistémica de anticuerpos que interferian
con la funcién de CTLA-4 (CD152)°. Se rea-
liz6 una comparacion directa con los anti-
cuerpos monoclonales anti-CD137 cuyos
resultados indicaban que la actividad tera-
péutica frente a los modelos tumorales de
raton era comparable, pero con cierta
superioridad para los anti-CD137, en algu-
nos tumores®. Los intentos obvios de
encontrar efectos aditivos o sinérgicos
entre ambos tipos de anticuerpos mono-
clonales han fracasado, tanto para inducir
respuestas inmunitarias mas intensas,
como para conseguir una actividad tera-
péutica mas efectiva. En otras palabras, se
observan un mismo namero, o incluso un
namero menor de rechazos tumorales, en
los grupos de tratamiento combinado
cuando se comparan con cada anticuerpo
administrado por separado (A. Arina y col,
observaciones no publicadas). Las razo-
nes que subyacen a la falta de eficacia de la
combinaciéon son todavia desconocidas,
pero pueden estar relacionadas con los
efectos diferenciales in vivo sobre células
T CD4 o CD8, que se han descrito para los
anticuerpos anti-CD137. No obstante, es
todavia posible que se puedan definir con-
diciones o modelos en que el efecto tera-
péutico de ambas especificidades de anti-
cuerpos monoclonales pueda potenciarse
mutuamente.

Con respecto a la toxicidad potencial
ninguno de estos anticuerpos parecia dar
lugar a efectos adversos serios en ratones.
Sin embargo, el llamativo fenotipo autoin-
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mune de los ratones CTLA-47*% avisaba
de algin modo sobre la autoinmunidad
severa que posteriormente se ha hecho
publica con respecto a los ensayos clini-
cos con anticuerpos monoclonales anti-
CTLA-4"*. Las observaciones toxicologi-
cas tranquilizadoras con anticuerpos
anti-CD137 han recibido un fuerte empuje,
al ser documentado repetitivamente, que
los anticuerpos monoclonales anti-CD137
no s6lo no inducen autoinmunidad, sino
que por el contrario, previenen o tratan
satisfactoriamente enfermedades autoin-
munes en ratones***, Este paradigma ha
llegado a ser una paradoja dificil de inter-
pretar, porque es complicado reconciliar
rechazos inmunitarios de tumores con la
prevencion de fenémenos autoinmunita-
rios inducidos por el mismo agente tera-
péutico. Desde los primeros experimentos,
se ha sugerido que, aunque los anticuer-
pos anti-CD137 coestimulan los linfocitos
T CD4+ en cultivo, el tratamiento in vivo
con estos anticuerpos daba lugar a una
disminuci6n de las funciones de las células
T helper, al menos para la producciéon de
anticuerpos frente a ciertos antigenos'.

Se han formulado varias hipotesis para
explicar esta paradoja, que incluyen la
actividad de los anticuerpos monoclonales
agonistas anti-CD137 para estimular la pro-
liferacion de células T reguladoras®, asi
como la capacidad de los anticuerpos
monoclonales anti-CD137 para inducir la
expresion de la enzima indoleamina dioxi-
genasa (IDO)", a través del mecanismo
dependiente de una sobreproduccion de
interfer6n-g”. La existencia de estos meca-
nismos opuestos garantiza la seguridad en
la investigacion clinica translacional. Pro-
porciona ademas el sustrato tedrico para
interferir temporalmente con los mecanis-
mos inmunosupresores de los anticuerpos
anti-CD137, con el fin de incrementar mas
aan la inmunidad antitumoral, incluso
corriendo el riesgo de inducir cuadros
autoinmunes.

Hay otras especificidades de anticuer-
pos monoclonales que incrementan la res-
puesta inmunitaria y que se describieron
con posterioridad. Los anticuerpos mono-
clonales agonistas anti-CD40 son otro con-
junto de agentes prometedores de este
tipo®. Las comparaciones directas con
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anti-CD137 son dificiles de realizar, ya que
se observan grandes diferencias depen-
diendo del modelo tumoral elegido, aun-
que en general los anticuerpos monoclo-
nales anti-CD137 parecen ser mas potentes
en la mayoria de los modelos experimenta-
les (A. Arina y col, observaciones no publi-
cadas). Desafortunadamente, los efectos
antitumorales de los anticuerpos monoclo-
nales anti-CD137 y anti-CD40 no se poten-
cian mutuamente, como cabria suponer
del mecanismo de accién postulado para
los anticuerpos monoclonales anti-CD40,
que acttan activando y “dando permiso” a
las células dendriticas, para que puedan
activar funcionalmente a linfocitos T cito-
toxicos**. De nuevo, entender con mayor
profundidad el mecanismo de accién de
los anticuerpos monoclonales anti-CD137,
nos llevara a explotar mejor una posible
combinacién con agentes activadores de
células dendriticas, empresa que por el
momento esta siendo infructuosa.

Transfeccién del ligando CD137 en
células tumorales malignas

La terapia génica del cancer es un
campo activo de investigacion, que incluso
suscitaba mas esperanzas durante los alti-
mos afos de la década de los 90. A la vista
de los primeros resultados con los anti-
cuerpos monoclonales agonistas anti-
CD137, se hacia razonable dotar a las célu-
las tumorales con la expresiéon del Gnico
ligando caracterizado para esta proteina de
coestimulo®. Con el fin de probar esta idea,
se generd un panel de retrovirus que codi-
ficaban para el cDNA de CD137-Ligando®.

Las células transfectadas eran capaces
de unir una proteina quimérica con los
dominios extracelulares de CD137. Se
generaron transfectantes estables que
expresaban cantidades altas de CD137-
Ligando en el mastocitoma P815 y en el
sarcoma Agl04A®. Las células P815 trans-
fectadas se rechazaban después de un cre-
cimiento transitorio en méas del 90% de los
casos, a la vez que se suscitaba un estado
de inmunidad sistémica frente al in6culo
posterior del tumor. Por el contrario, los
transfectantes de Agl04A que expresaban
CD137-Ligando’, progresaban como tumo-
res letales”. Este hallazgo era consecuente
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con el hecho de que esta linea tumoral era
capaz de injertar como un tumor letal,
incluso si se transfectaba para expresar
niveles altos de B7-1 (CD80) sobre su
superficie*. Fue interesante la comproba-
cién de que las células transfectadas para
coexpresar tanto CD80 como CD137-Ligan-
do, se rechazaban completamente en el
60% de los casos, debido a una respuesta
de linfocitos T citotéxicos mas intensa.
Este hecho tuvo importantes implicacio-
nes al sugerir que la via CD80-CD28 y la via
CD137-CD137-Ligando podian comunicarse
entre si®. Esta comunicacién intermolecu-
lar era posible a diferentes niveles, que
incluian un efecto por el que la estimula-
ciéon de CD28 incrementa la expresion de
CD137 en la membrana de los linfocitos T,
que han reconocido su antigeno®. Sin
embargo, estudios previos habian puesto
de manifiesto que CD137 y CD28 pueden
operar de modo independiente®®. Pero no
podemos perder de vista, que el bloqueo
in vivo de la via de CD28, eliminaba la
potenciacion de la respuesta de linfocitos
T citotoxicos, ejercida por la transfeccion
del ligando de CD137*. Debemos destacar
que en todos estos modelos, el rechazo era
dependiente de linfocitos T CD8+, pero no
de linfocitos T CD4+.

Desde el principio, se hizo patente que
los intentos de tratamiento con estos
transfectantes que expresaban CD137-
Ligando, no tenian éxito para conseguir el
control de tumores concomitantes no
transfectados. Por tanto, quedaba claro
que el efecto terapéutico de los anticuer-
pos monoclonales agonistas anti-CD137
era mas potente que la transfeccion del
ligando. Las razones bioldgicas todavia no
se han esclarecido aunque se han pro-
puesto dos explicaciones:

— La mayor afinidad de los anticuerpos
que acttian como ligandos artificiales

— la disponibilidad de los anticuerpos
para perseguir a las células T activadas
por antigeno a cualquier lugar del orga-
nismo, sin necesidad de contacto célu-
la a célula, para suministrar la sefal de
coestimulo’.

La duracién de la interacciéon coesti-
muladora se considera que puede ser mas
larga con anticuerpos que con el ligando
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natural anclado en la membrana. Este
hecho puede ser también de gran impor-
tancia.

Un ano después, estos resultados fue-
ron confirmados utilizando transfectantes
estables para CD137-Ligando, en la linea
celular de linfoma A20°'. Se encontr6 que el
ligando de CD137 contribuia con CD80 y
CD86 a la generacion de linfocitos T citot6-
xicos antitumorales, como se dedujo de
experimentos de bloqueo selectivo con
proteinas de fusion. Estos hallazgos indi-
caban de nuevo un papel para la coexpre-
sion de los ligandos de CD28 (CD80 y
CD86), junto con el ligando de CD137, un
concepto que se reforz6 como consecuen-
cia de estudios posteriores®. Los casos en
que los tumores se escapaban al rechazo
mostraron tendencia a haber perdido la
expresion del ligando de CD137*, propor-
cionando evidencia evolutiva para una pre-
sion selectiva ejercida por el sistema inmu-
nitario en contra de la expresion de esta
molécula de coestimulo. A pesar de que en
el linfoma A20 las células tumorales expre-
saban MHC de clase II, el papel in vivo de
las células T CD4+ no se explor6 en este
sistema. Sin embargo, se publicaron expe-
rimentos indirectos que sugerian que la
expresion del ligando de CD137 no era efi-
ciente a la hora de coestimular el cultivo
mixto linfocitario, una reaccién que esta
mediada principalmente por linfocitos T
CD4 alorreactivos®.

De forma sorprendente, un estudio pos-
terior demostr6é que tanto algunas lineas
celulares de carcinomas humanos como
algunos carcinomas primarios, expresaban
niveles bajos pero detectables de ligando
de CD137 en estado funcional®. Estudios
posteriores de este mismo grupo, conclu-
yeron que la molécula CD137-Ligando
puede solubilizarse de la membrana, y que
se encuentran concentraciones incremen-
tadas de CD137-Ligando soluble en el suero
de pacientes con neoplasias™. El discerni-
miento de la funcién del ligando de CD137
soluble puede iluminar las razones que
explican la expresion ectopica en tumores
humanos. En este sentido la concentracion
sérica de CD137-Ligando soluble se encuen-
tra también incrementada en situaciones
de inflamacién crénica. Considerando en
su conjunto todas estas observaciones,
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podemos concluir que es muy dudoso que
la transfecciéon de células tumorales con el
ligando de CD137 tenga aplicabilidad para
su translacion a la clinica.

MEJORAS Y DESARROLLOS EN LAS
ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS
SOBRE CD137/CD137-LIGANDO

Inmunizacion/vacunacion: la
estimulacion de CD137 puede
romper estados de ignorancia y
tolerancia inmunoldgica

Para ejercer su efecto antitumoral, los
anticuerpos monoclonales anti-CD137 nece-
sitan un cierto grado de inmunogenicidad
en el tumor*. De hecho se puede clasificar a
los tumores transplantables en responde-
dores y no respondedores a la terapia con
anticuerpos monoclonales anti-CD137, de
manera que este parametro correlaciona
con el grado intrinseco de inmunogenicidad
de las células malignas. No conocemos
todavia si este nivel basal de inmunizacion
tiene lugar a través de la presentacién anti-
génica por células dendriticas endbgenas
(crosspresentacion)®®, o bien por presen-
tacion antigénica directa de células tumora-
les que alcanzan ganglios linfaticos®. En
cualquier caso, es razonable pensar que la
vacunacion artificial con antigenos tumora-
les puede ser capaz de comenzar una res-
puesta inmunitaria especifica con la consi-
guiente expresion de CD137 en las células T
y NK activadas. Existe un estudio demos-
trativo que analiza este concepto utilizando
vacunaciones con péptido suministradas
junto con anticuerpos agonistas™. Este estu-
dio demostré el concepto en una serie de
tumores pobremente inmunogénicos que
eran refractarios al tratamiento con anti-
cuerpos anti-CD137. La razén de la refracta-
riedad era ignorancia inmunolégica, en vez
de anergia o eliminacién clonal de los linfo-
citos T citotoxicos especificos de antigenos
tumorales modelo. Por ignorancia inmuno-
légica entendemos la coexistencia en el
organismo del antigeno y de los elementos
del sistema inmune que lo reconocen, sin
que ocurra ni inducciéon de inmunidad ni
tolerancia. La ruptura de la ignorancia
inmunolégica mediante la inmunizacién
con péptidos antigénicos, aunque era insu-
ficiente para estimular una respuesta inmu-
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nitaria curativa, era necesaria para que los
anticuerpos monoclonales agonistas anti-
CD137 pudieran potenciar una respuesta
capaz de inducir la regresiéon completa de
tumores™. El antigeno tumoral utilizado
como modelo era el oncogen E7 del papilo-
mavirus 16 (HPV-16) para el que se habia
demostrado previamente una situacion de
ignorancia inmunolégica®. Se postula que
esta situacion de ignorancia inmunologica
es un tipo de interrelacion frecuente entre
los antigenos tumorales potenciales y el sis-
tema inmunitario®.

No obstante, en ciertos ejemplos expe-
rimentales, los antigenos tumorales son
capaces de eliminar del sistema inmunita-
rio la capacidad de montar una respuesta
inmunitaria adecuada. Esta situacion
puede ser resultado de la deleciéon (elimi-
nacién fisica) de los linfocitos con recep-
tor de antigeno con suficiente avidez por
éste, pero también como resultado de la
induccién de un estado de paralisis en lin-
focitos todavia viables (anergia clonal). El
escenario de la deleciéon de linfocitos es
bastante poco halagiiefio para la inmuno-
terapia, pero no tanto el caso de la anergia
clonal. Un trabajo reciente ha demostrado
que el tratamiento repetido con anticuer-
pos monoclonales agonistas anti-CD137
puede revertir un estado de anergia indu-
cida frente a un antigeno tumoral. Este
efecto extraordinario se ha demostrado
para tres antigenos tumorales modelo,
para los que se habia inducido artificial-
mente anergia en los precursores de linfo-
citos T citotoxicos®.

La inmunoterapia activa, utilizando
células dendriticas presentadoras de anti-
geno como adyuvantes, ha generado una
cantidad impresionante de resultados pre-
clinicos y clinicos en los altimos afos*. En
estos tratamientos se ha observado que
los anticuerpos monoclonales agonistas
anti-CD137 ejercen un efecto verdadera-
mente sinérgico®®. En la actualidad, se
estan desarrollando proyectos de investi-
gaciéon que nos informaran sobre si los
anticuerpos anti-CD137 pueden también
potenciar la eficacia de tratamientos con-
vencionales del cancer que destruyan
células malignas liberando antigeno, tal es
el caso de la radioterapia local o de la qui-
mioterapia sistémica.
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La idea de utilizar un anticuerpo inmu-
noestimulante y un procedimiento de
inmunizacién, no es Gnica para el caso de
CD137. En el desarrollo preclinico de los
anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4, se
descubri6 que existe un efecto sinérgico
entre la vacunacién y dichos anticuerpos
monoclonales”, que incluso conducia a
reacciones autoinmunes por disrupcién de
la tolerancia (por ejemplo, vitiligo)*. Debi-
do a esto, los ensayos clinicos con los anti-
cuerpos monoclonales humanizados anti-
CTLA-4, s6lo se han llevado a cabo en
combinacién con estrategias de vacuna-
cion, tales como células tumorales trans-
fectadas para expresar GM-CSF* y pépti-
dos sintéticos*. Globalmente el concepto
de vacunacion combinada con un anti-
cuerpo monoclonal inmunoestimulante
puede llegar a ser muy importante para la
translacion clinica’.

Anticuerpos monoclonales anti-
CD137 como adyuvantes para
terapia celular adoptiva y
transplante de médula ésea

La transferencia adoptiva de linfocitos T
especificos de antigeno es una estrategia
prometedora para el tratamiento del can-
cer®, asi como para el tratamiento de infec-
ciones virales cronicas y latentes®. Hay
varias aproximaciones posibles que tienen
en comun la obtencién de linfocitos autélo-
gos, que son estimulados en cultivos y
expandidos artificialmente para ser reinfun-
didos. Junto con estos tratamientos se
coadministra interleuquina-2 para mante-
ner a los linfocitos infundidos vivos y acti-
vados. Se dispone de evidencias experi-
mentales soélidas que sugieren que la
interleuquina-15 sustituird con ventaja
estos efectos de la interleuquina-2®. La
deplecion de linfocitos del receptor previa a
la infusién del cultivo linfocitario, ayuda al
efecto antitumoral, debido a una menor
competicion por factores de crecimiento de
células T, asi como a la eliminacién de célu-
las T supresoras/reguladoras®. Los linfoci-
tos T activados, tales como los que se usan
en terapia celular adoptiva, expresan
CD137, y pueden recibir coestimulacién por
los anticuerpos monoclonales agonistas®.
La prueba de concepto experimental de los
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efectos sinérgicos de la terapia celular
adoptiva y el tratamiento sistémico con
anticuerpos monoclonales agonistas anti-
CD137 esta ya disponible®, aunque todavia
estad controvertido si el efecto es ejercido
mediante promocion de la supervivencia
linfocitaria y/o favoreciendo la activacion y
proliferacion de los mismos®. El efecto de la
terapia celular adoptiva se potencia con
anticuerpos monoclonales anti-CD137,
incluso en un modelo transgénico de can-
cer de mama espontaneo en el que el tumor
expresa mucina-1, lo que hace que el ratén
sea tolerante para este antigeno®. CD137
puede tener importancia también en la fase
de expansiéon en cultivo de las células T
para terapia adoptiva. Un estudio muy inte-
resante utilizando la linea celular K562,
como células presentadoras de antigeno
artificiales, ha demostrado que la activa-
cién 6ptima de linfocitos in vitro se consi-
gue con la estimulaciéon simultanea de los
receptores de antigeno CD28 y CD137™.

El transplante alogénico de médula
6sea es un procedimiento terapéutico rea-
lizado con éxito frente a varias neoplasias
hematolégicas. Su potencial curativo
depende de la utilizacion de quimioterapia
a altas dosis pero también de la funcién de
células inmunitarias del donante que ata-
can a las células malignas alogénicas (efec-
to injerto frente a leucemia). Sin embargo,
este efecto frecuentemente paga el peaje
del dafo de ciertos 6rganos del receptor,
dando lugar a lo que conocemos como
enfermedad injerto frente a huésped
aguda. Esta es un area en que los anticuer-
pos monoclonales agonistas frente a
CD137 pueden encontrar un importante
nicho de aplicacién. Como se ha comenta-
do previamente los anticuerpos anti-CD137
pueden tratar sindromes autoinmunes que
comparten la propiedad de un papel pato-
génico por parte de linfocitos T CD4 auto-
rreactivos. En el transplante alogénico de
medula 6sea, los anticuerpos anti-CD137,
incrementan las reacciones injerto frente a
huésped dependientes de linfocitos T CDS,
mientras que inhiben las dependientes de
linfocitos T CD4'. De hecho, en trabajos
publicados posteriormente se ha sustenta-
do la conclusiéon de que el tratamiento con
anticuerpos anti-CD137 puede incrementar
la enfermedad injerto frente a huésped
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aguda, incluyendo el efecto injerto frente a
leucemia™, mientras que mejora notable-
mente la enfermedad injerto frente a hués-
ped crénica, inhibiendo a células T CD4+
patogénicas™.

La infusién de linfocitos T del donante
es una practica clinica establecida para el
tratamiento de la recidiva de la neoplasia
hematoldgica después del transplante alo-
génico de precursores hematopoyéticos, y
hay indicaciones experimentales que
sugieren que los anticuerpos agonistas
anti-CD137 pueden incrementar la eficacia
de esta forma de terapia celular adoptiva.

Con respecto a las células NK, se acu-
mula evidencia en el sentido de que estas
células pueden mediar reconocimiento
alorreactivo de células diana, en ciertas
discrepancias de alelos MHC de clase I
entre el donante y el receptor, a través de
lo que conocemos como reconocimiento
por pérdida de lo propio (“missing self”)™.
Estos fendmenos mediados por células NK
se han aprovechado con eficacia en el
transplante haploidéntico de médula 6sea
para prevenir la enfermedad injerto frente
a huésped mediante la eliminacién de las
células dendriticas del receptor y para
destruir los blastos leucémicos previnien-
do la recidiva™. A tenor de estos hallazgos
se han generado expectativas interesan-
tes, ya que se puedan explotar técnicas de
terapia celular adoptiva con células NK
semialogénicas™. El hecho de que las célu-
las NK expresen CD137 una vez activadas
por citoquinas, no se ha explorado atn en
el escenario alorreactivo del transplante
de médula 6sea**. Estas investigaciones
en curso pueden llegar a ser importantes
para futuros protocolos de terapia celular
adoptiva con células NK, que puedan ser
potenciados con anticuerpos agonistas
anti-CD137. El hecho de que la terapia celu-
lar adoptiva con células NK semialogéni-
cas esté ya en ensayos clinicos hace plau-
sible la realizacion de este tipo de
tratamiento combinado®.

CD137 puede actuar sinérgicamente
con citoquinas y otras moléculas de
coestimulo

La interleuquina-12 como proteina
recombinante ha sido uno de los agentes
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anticancerosos mas prometedores deriva-
dos de la experimentaciéon preclinica.
Desafortunadamente, una dosis maxima
tolerada infraestimada en ensayos clinicos
fase I dio lugar a efectos adversos severos
en un ensayo clinico fase II, que determin6
una larga parada en su desarrollo. Sin
embargo, la toxicidad sistémica junto con
la eficacia local de la interleuquina-12,
hicieron de esta sustancia un candidato
excelente para terapia génica local®™. La
transferencia a las células tumorales de los
genes de la interleuquina-12 tiene un efec-
to antitumoral intenso en modelos de
raton, que es dependiente de incrementos
de linfocitos T citotéxicos antitumorales,
células NK y de los efectos antiangiogéni-
cos de esta citoquina. Una serie de experi-
mentos de gran interés ha demostrado que
la transferencia génica de interleuquina-12
mediante adenovirus recombinantes tiene
un efecto sinérgico con los anticuerpos
monoclonales agonistas frente a CD137".
Aunque la cotransferencia génica del ligan-
do de CD137 con los genes de la interleu-
quina-12 tiene algo de efecto, no fue tan
potente como el conseguido por el anti-
cuerpo monoclonal anti-CD137 administra-
do por via sistémica™”. El efecto terapéuti-
co en este caso se demostr6 que estaba
mediado en gran parte por linfocitos NK.
Estos efectos sinérgicos se han observado
también tras la inyeccién en el tejido tumo-
ral de células dendriticas que han sido
transfectadas para producir interleuquina-
12 mediante adenovirus recombinante®.
La inyecci6n intratumoral directa tanto del
adenovirus recombinante productor de
interleuquina-12 como de células dendriti-
cas transfectadas para producir interleu-
quina-12, se ha puesto a prueba en ensa-
yos clinicos que demuestran seguridad
pero una repuesta clinica modesta**'. Por
consiguiente, el camino para testar la com-
binacién de terapia génica basada en inter-
leuquina-12 con anticuerpos monoclonales
anti-CD137 todavia esta abierto.

El efecto modesto de la transfeccién de
CD137-Ligando, bien en células tumora-
les™™ o en células dendriticas®, ha con-
trastado con la destacada eficacia conse-
guida por la transfeccion a células
tumorales de un gen que codifica para una
version anclada en membrana de un anti-
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cuerpo agonista anti-CD137, que se cons-
truy6 en forma de anticuerpo de cadena
sencilla (ScFv)®. Este ligando artificial pro-
mueve el rechazo de tumores y genera
inmunidad sistémica en la que, tanto las
células NK como los linfocitos T CD4, tie-
nen un papel principal®.

Los genes emparentados con
CD137/CD137-Ligando, dentro de la familia
del TNF/TNF-Receptor, tienen también pro-
piedades antitumorales inmunoestimula-
doras. Estos incluyen OX-40 (CD134)/0X-
40-Ligando, CD40/CD40-Ligando, CD27/
CD27-Ligando (CD70). Este asunto ha sido
revisado recientemente'” y excede el
objetivo de esta revision. Debemos subra-
yar, que entre los experimentos mas inte-
resantes en el campo de la inmunoterapia
basada en CD137, incluyen la actividad
sinérgica de OX-40 y CD137 para inducir
respuestas inmunitarias celulares tras la
estimulacién combinada de ambas molé-
culas. La coestimulacion dual a través de
CD137 y OX-40 induce intensisimas expan-
siones clonales de linfocitos T CD8%%, La
respuesta sinérgica de los linfocitos T cito-
toxicos especificos persiste durante varias
semanas con las células efectoras, resi-
diendo tanto en tejido linfoide como no lin-
foide. Se ha demostrado que la expansion
clonal y la funcién efectora no requiere
actividad T helper, pero si la acumulacién
de linfocitos T activados en el tejido no lin-
foide®*. La coestimulacién dual induce el
rechazo de un sarcoma que es resistente al
tratamiento con anticuerpos monoclona-
les agonistas de cada molécula por separa-
do, siendo los efectos antitumorales
dependientes de linfocitos T CD8+ e inde-
pendientes de linfocitos T CD4+. Los datos
disponibles parecen sugerir que 0X-40
coestimula preferentemente células Thl,
en una imagen especular de los efectos
selectivos de la estimulacion con anticuer-
pos anti-CD137 de linfocitos T citotoxi-
cos®. Estas observaciones experimentales
con anticuerpos monoclonales anti-OX-40
y con la transfecciéon de OX-40-Ligando
estan posiblemente relacionados con el
concepto general de los efectos de la
cotransfeccién simultdnea en células
tumorales de dos moléculas de coestimu-
1049,51.
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Ademas de las glicoproteinas de coesti-
mulo, existen receptores llamados coinhi-
bidores, que ejercen efectos opuestos a la
coestimulacion de células T. Por ejemplo,
la proteina B7-H1 se une a PD-1 y a otro
receptor no identificado de células T, de
forma que inhibe la respuesta de estas
células®. De hecho, se ha demostrado la
expresion de B7-Hl en muchos tumores
humanos y animales donde actia como un
mecanismo de escape®. En consonancia,
se ha observado que el bloqueo de las inte-
racciones B7-H1/PD-1 con anticuerpos
tiene efectos terapéuticos antitumorales®,
que son verdaderamente sinérgicos con la
administraciéon de anticuerpos anti-
CD137%. El mecanismo de la sinergia inclu-
ye la disrupcién de la resistencia de las
células tumorales a la muerte por linfoci-
tos que infiltran el tejido, que se ha esta-
blecido esta mediada por B7-H1*.

Como se ha mencionado previamente,
no se observa sinergia entre anticuerpos
inhibidores de CTLA-4 y los anticuerpos
agonistas anti-CD137. Esclarecer la razén
puede ser informativo para el diseno de
terapias basadas en CD137 y en el concep-
to de coestimulacion miltiple.

La inmunoterapia combinatoria, es
decir, la combinacién secuencial o simulta-
nea de varios mecanismos, puede ser el
camino para alcanzar tratamientos curati-
vos en humanos®. Nosotros hemos sugeri-
do previamente que si la inmunoterapia
fuera un coche, el motor debe ser arranca-
do (inmunizacién), hay que pisar el acele-
rador (coestimulacién) y hay que soltar
los frenos (desconectando receptores
coinhibidores). Este coche puede llevar-
nos al éxito, pero probablemente nos ten-
dremos que enfrentar a la autoinmunidad
en nuestra carrera®. En la figura 2 se repre-
sentan esquemaéticamente las posibles
combinaciones exploradas para sacar par-
tido de la via CD137/CD137-Ligando.

CD137/CD137-LIGANDO EN LA
RESPUESTA INMUNE ANTIVIRAL Y
EN LA VACUNACION VIRAL

La inmunoterapia tiene aplicacion
potencial en las infecciones virales croni-
cas y latentes. La vacunacioén terapéutica y
la transferencia adoptiva de células T son
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estrategias que se estan explorando frente
al VIH y las hepatitis crénicas virales. Los
ratones que carecen de CD137 o del ligan-
do de CD137 tienen defectos en las repues-
tas de células T CD8 frente al virus®**, sin
efectos en la respuesta de anticuerpos o
de células T CD4 para varios virus®*®. Los
estudios en los ratones CD137-Ligando”
sugieren que esta molécula desempeia un
papel centrado en la respuesta a largo
plazo de linfocitos T citotoxicos, y en la
induccion y mantenimiento de la memoria
en el compartimento de células T CD8+.
Estas caracteristicas hacen que el par
CD137/CD137-Ligando sea muy interesante
para su manipulacién en inmunoterapia
antiviral. Hasta la fecha existen pocas
publicaciones en las que se haya explora-
do esta posibilidad, pero sus datos son
muy prometedores.

En un estudio pionero, Halstead y col”,
demostraron incrementos en las respues-
tas de linfocitos T citotéxicos frente al
virus de la gripe. La estimulacion in vivo en
ratones con un anticuerpo monoclonal
agonista anti-CD137 incrementaba la res-
puesta primaria de linfocitos T CD8+ en
respuesta al virus influenza A. La estimula-
cion de CD137 incrementa el nimero abso-
luto de linfocitos T citotdxicos frente a epi-
topos del virus de la gripe en los pulmones
de los ratones infectados. Este mismo
estudio demostré la expansion selectiva
de linfocitos T citotéxicos que reconocian
epitopos no dominantes. Estos estudios
confirmaron que la via de coestimulacién
de CD137 podia funcionar en ratones
knock-out para CD28, indicando la indepen-
dencia de ambas vias de coestimulo”. Los
efectos de incremento de la memoria fren-
te a un espectro de epitopos aumentado
(“epitope broadening”) sugiere el poten-
cial de los anticuerpos anti-CD137 para la
mejora de las vacunas que dependen de la
actividad de linfocitos T citotéxicos, bien
para profilaxis o bien para terapia de la
enfermedad ya establecida.

La induccién de inmunidad protectiva
o terapéutica frente al virus de la hepatitis
C (HCV) es un objetivo muy dificil. La
inmunizacién con un adenovirus recombi-
nante que codifica para el antigeno NS3 del
HCV (RAdNS3) puede proteger a los rato-
nes frente a un in6culo con un virus vacci-
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Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes sitios y mecanismos de accién de los anti-
cuerpos monoclonales agonistas anti-CD137, de la transferencia génica del ligando de CD137
y de las diferentes estrategias combinatorias.

nia recombinante que contiene artificial-
mente los antigenos del virus de la hepati-
tis C. Se observé que el tratamiento con
anticuerpos monoclonales agonistas anti-
CD137 después de administrar dosis
subo6ptimas de RAANS3, incrementa las
células T citotoxicas y helper frente al anti-
geno NS3% Hay que considerar que la
capacidad de RAdNS3 para inducir inmuni-
dad protectiva frente al virus vaccinia
recombinante aumentaba de modo inten-
so. Por tanto, la combinacién de anticuer-
pos inmunoestimuladores anti-CD137 con
adenovirus recombinantes que expresan
proteinas del HCV, puede ser una estrate-
gia Gtil en la inmunizacién frente a HCV. En
el estudio de Arribillaga y col, a diferencia
de lo que ocurria en el estudio con el virus
influenza, no se observo reactividad con
epitopos peptidicos subdominantes del
antigeno NS3, indicando con ello que este
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efecto de “epitope broadening” puede no
ser generalizable®.

En otro estudio, los anticuerpos agonis-
tas anti-CD137 demostraron su capacidad
para aumentar en tres veces la inmunidad
T inducida mediante vacunacién con pox-
virus®. Estos autores estudiaron la respues-
ta murina de linfocitos T CD8+ tras una
inmunizaciéon con DNA y una reinmuniza-
cién con poxvirus recombinante. La estimu-
laciéon de CD137 increment6 el nimero de
células T CD8+ memoria de 2 a 3 veces. En
este mismo trabajo se prob6 la combina-
cién con anticuerpos anti-OX-40 que consi-
guid incrementar la respuesta de linfocitos
T CD4+, con un efecto neto sinérgico®.

Los tres estudios considerados en este
apartado sugieren un enorme potencial
para los anticuerpos anti-CD137, en la
vacunacion frente a enfermedades virales
en que la proteccion se consigue mediante
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células T memoria. Por el contrario, teori-
camente los anticuerpos anti-CD137 no
deberian incrementar la eficacia de vacu-
nas cuya eficacia dependa de la inducciéon
de anticuerpos neutralizantes.

REFLEXIONES SOBRE LOS
MECANISMOS DE ACCION

En la actualidad, muchas caracteristi-
cas de los anticuerpos anti-CD137 sugieren
fuertemente su potencial en terapia huma-
na. El incremento de las respuestas de lin-
focitos T citotoxicos a la vez que se pre-
viene la autoinmunidad, parecen dar forma
a un nuevo e inesperado paradigma en
inmunoterapia. Debemos admitir que tene-
mos tan solo un conocimiento parcial de
los mecanismos que operan tras esta para-
doja. Un mejor entendimiento de ambas
clases de efectos aparentemente contra-
puestos nos conduciria a introducir mejo-
ras en las estrategias clinicas futuras.

La senalizacion a través de CD137 es un
area activa de estudio. La contribuciéon de
TRAF-1 y 2, MAP quinasas y NF-kB estan
bien establecidas. Ademads, evidencias
experimentales recientes demuestran que
la estimulaciéon de CD137 con anticuerpos
agonistas amplifica muchos pasos de sefa-
lizacion activados a través del TCR (Recep-
tor de antigeno de la célula T). Estos estu-
dios sugieren una intercomunicacion entre
CD137 y el complejo CD3/TCR*. La estimu-
laciéon del receptor CD137 con pequeiias
moléculas es un area de investigacion acti-
va y atractiva, cuyo objetivo se centra en
encender sefales bioquimicas similares a
las que inducen los anticuerpos. La sefiali-
zacion a través de las moléculas de la fami-
lia del receptor de TNF, como CD137,
requieren multimerizacién inducida por
ligando”, una actividad en que los anti-
cuerpos agonistas bivalentes podrian ser
mejorados con un entrecruzamiento mole-
cular para formar multimeros.

Las moléculas de senalizacion estimula-
das por otros miembros coestimuladores
de la familia del receptor de TNF parecen
ser muy similares y hay esperanza de que
las vias de sefalizacion se puedan activar
artificial y transitoriamente con fairmacos".

Un punto crucial, que debe ser esclare-
cido en el futuro, es por qué los anticuer-
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pos tienen un efecto diferencial en células
T CD8+ cuando se compara con células T
CD4+, y por qué estos efectos diferenciales
no se observan con el ligando natural de
CD137. Un estudio reciente en artritis indu-
cida por colageno desnaturalizado ha
sefalado una ruta que puede explicar los
efectos beneficiosos en autoinmunidad®.
Este trabajo documenta que una activa-
cion de gran intensidad de linfocitos T
citotéxicos conlleva una induccién de
indolemina dioxigenasa inducida por inter-
ferén-g, que a su vez inhibe la autoinmuni-
dad mediada por linfocitos T CD4+. Este
descubrimiento es posiblemente solo
parte de la historia, porque tal mecanismo
no bastaria para explicar los efectos dife-
renciales en células T CD4+ y CD8+*. Entre
otras posibilidades, los efectos agonistas
de los anticuerpos anti-CD137 sobre las
células T reguladoras Foxp3' serd un area
de investigaciéon muy productiva®. Los
anticuerpos agonistas anti-CD137 coesti-
mulan la proliferacién de estos linfocitos®.

En el caso de la inmunoterapia antitu-
moral y antiviral puede ser inteligente
interferir estos mecanismos de regulacion,
incluso poniéndonos en riesgo de inducir
reacciones autoinmunitarias o reacciones
inflamatorias sistémicas.

SACANDO PARTIDO DE LA
INFORMACION PRECLINICA PARA
EL DESARROLLO DE
INMUNOTERAPIAS BASADAS EN
CD137: HOJA DE RUTA HACIA LA
CLINICA

Llevar los anticuerpos monoclonales
agonistas anti-CD137 a la clinica es una
tarea dificil pero no imposible. Tal como se
representa en la figura 3, en primer lugar
comprende la produccién de un panel de
anticuerpos anti-CD137 humano a través
de las técnicas clasicas de produccion de
hibridomas de ratén o en ratones transgé-
nicos que producen anticuerpos completa-
mente humanos. Si se elige la tecnologia
clasica, se necesita de técnicas de ingenie-
ria genética para humanizar la secuencia.
En ese momento los anticuerpos deben ser
seleccionados por su capacidad de coesti-
mular la proliferacion de células T huma-
nas in vitro. Sin embargo, este criterio por
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si mismo, no asegura su actividad terapéu-
tica in vivo. Para predecir con mayor pre-
cisién esta caracteristica hay dos experi-
mentos factibles:

1. Experimentar el efecto del anticuerpo
sobre la respuesta de linfocitos T cito-
toxicos en ratones SCID reconstituidos
con linfocitos humanos.

2. Generar ratones knock-in en los cuales
la secuencia de CD137 humano esté
regulada por los mismos factores que
inducen el CD137 de ratén. En este alti-
mo caso, los efectos de los anticuerpos
humanizados seleccionados deberian
alcanzar la misma eficacia que la obser-
vada en tumores transplantables con
anticuerpos anti-CD137 de ratén.

DIAGRAMA PARA LA TRANSLACION CLINICA DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-CD137 (ANTI-4-1BB)

| PRODUCCION CLASICA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES |

.

HUMANIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
MEDIANTE INGENIERIA GENETICA

PRODUCCION EN RATONES TRANSGENICOS
DE INMUNOGLOBULINAS HUMANAS

l

_ SELECCION IN VITRO: )
EVALUACION DE LA COESTIMULACION CON CELULAS T

l

SELECCION IN VIVO PARA AUMENTAR LA ACTIVIDAD DE LOS LINFOCITOS T CITOTOXICOS:
1. LINFOCITOS HUMANOS RECONSTITUIDOS EN RATONES SCID
2. RATONES KNOCK-IN PARA EL GEN DE CD137 HUMANO

}

BIOPROCESAMIENTO
GRADO GMP

Pa—— RESOLUCION DE PROBLEMAS

l

LOTES DE GRADO CLINICO — CONTROLES DE CALIDAD

TOXICOLOGIA ﬁ%%%%m - ASUNTOS
-AGUDA REGULATORIOS
-A LARGO PLAZO

l

'

ENSAYOS CLINICOS EN FASE I

(Pacientes con tumores avanzados)

BUSQUEDA DE LA DOSIS EN { MELANOMA

ADENOCARCINOMA RENAL

| ESCALADO PARA PRODUCCION INDUSTRIAL

EVALUACION DE LOS l

RESULTADOS:
1. FARMACOCINETICA
2. SEGURIDAD

3. DOSIS OPTIMAS

4. MONITORIZACION DE
LA RESPUESTA INMUNE

COMBINACIONES CON {

ENSAYOS CLINICOS MAS AVANZADOS (FASE I

TERAPIAS DE INMUNIZACION
RADIOTERAPIA/QUIMIOTERAPIA
OTROS

USOS POTENCIALES (CANCER, INFECCION VIRAL CRONICA)

I ]

Figura 3. Diagrama sobre la toma de decisiones, paso a paso, de anticuerpos agonistas anti-CD137

para su aplicacién clinica.
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La humanizacién de los anticuerpos
monoclonales es obligatoria para su uso
en la clinica, pero quizd no deberiamos
olvidar que toda la eficacia preclinica
publicada, en el fondo incluye inmunoglo-
bulinas de rata inyectadas a ratones. Sin
embargo, no existe “a priori” ninguna
razéon para predecir ninguna ventaja para
los anticuerpos heterélogos.

Una vez que se haya seleccionado un
anticuerpo en concreto, los expertos en
bioprocesamiento industrial tienen que
encontrar la manera de producir cantida-
des suficientes para toxicologia, control de
calidad y ensayos clinicos piloto. La pro-
duccién de proteina por técnicas clasicas
de cultivos celulares es la posibilidad mas
facil, mientras que se pueden considerar
otras aproximaciones que incluyen el uso
de biotecnologia mas creativa. Tal es el
caso de plantas transgénicas o mamiferos
transgénicos que produzcan los anticuer-
pos en la leche.

Los profesionales clinicos que disenan
y dirigen el desarrollo clinico tendran que
llevar a cabo ensayos de bisqueda de
dosis en pacientes con casos avanzados
de melanoma o adenocarcinoma renal.
Otra posibilidad seria incluir en estos
ensayos clinicos piloto a pacientes con un
amplio espectro de enfermedades malig-
nas. Cada una de las alternativas tiene ven-
tajas y desventajas potenciales. El melano-
ma y el adenocarcinoma renal son
probablemente las enfermedades con una
mayor probabilidad de demostrar eficacia
clinica en el desarrollo temprano. Los
datos sugestivos de eficacia son importan-
tes para apoyar la inversion en ensayos cli-
nicos avanzados en los que demostrar el
beneficio clinico. La combinacién del tra-
tamiento con anticuerpos anti-CD137 y
estrategias de inmunizacion, es una tenta-
cién y posiblemente una alternativa inteli-
gente, ya que en principio hay sobradas
razones para no esperar autoinmunidad.
La introduccién de antigenos artificiales
para medir respuestas de linfocitos T y de
anticuerpos puede servir para demostrar
efectos biolégicos y dar una idea de la
intensidad de los mismos. Sin embargo, los
antigenos artificiales pueden desequilibrar
la inmunodominancia® y poner en riesgo la
respuesta frente a los antigenos tumorales
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mas relevantes. Por tanto, es debatible si
conviene la introducciéon de estos antige-
nos modelos en los ensayos clinicos tem-
pranos, ain cuando somos partidarios de
proceder de esta manera al menos en algu-
no de estos ensayos.

Debemos tener presente que la autoin-
munidad con anticuerpos monoclonales
anti-CTLA-4 no se pudo predecir antes de
llegar a su uso clinico directamente, o en
combinacién con antigenos tumorales uti-
lizados como vacunas. Sin embargo, en
aquel caso, el fenotipo autoinmunitario
severo que se observa en los ratones
knock-out para el gen de CTLA-4**, deberia
haber aconsejado un desarrollo clinico
mas cuidadoso. En cualquier caso, un
exhaustivo seguimiento de posibles reac-
ciones autoinmunes es un deber inexcusa-
ble en el caso de las terapias basadas en
CD137.

La basqueda de dosis y la farmacociné-
tica van a ser muy interesantes. Previsible-
mente los anticuerpos anti-CD137 van a
inhibir la respuesta humoral frente a si
mismos, prolongando su vida media, aGn
cuando no estén completamente humani-
zados. Un anticuerpo humanizado de estas
caracteristicas ha demostrado ya estas
propiedades en monos”. En nuestra opi-
niéon habria que probar un rango de dosis
de 0,1 mg/Kg de peso a 40 mg/kg, con un
seguimiento concienzudo de la farmacoci-
nética, que podemos anticipar sera exce-
lente, en comparacién con otros anticuer-
pos monoclonales utilizados en clinica. La
readministracion de dosis se deberd de
decidir a partir de los estudios farmacoci-
néticos en primates no humanos, pero pro-
bablemente consistird en administracio-
nes semanales o cada dos semanas. Son
necesarios estudios concienzudos en
monos que hayan probado la seguridad de
la sobredosis con estos anticuerpos, asi
como la ausencia de efectos toxicos a largo
plazo.

Desafortunadamente, no disponemos
de estudios de dosis en los modelos de
ratén, por lo que no podemos anticipar un
régimen optimo preclinico de dosis para el
tratamiento del cancer. Si se elije una cola
de IgG4 para el anticuerpo humanizado, no
esperariamos a priori efectos adversos
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mas alla de los efectos biologicos sobre la
respuesta inmune. En este sentido, tene-
mos confianza en que la prevencion de la
autoinmunidad que se observa en ratones
estard conservada en los seres humanos.
Si esto es asi, cabe plantear ensayos clini-
cos en alguna de estas enfermedades, que
por razones de riesgo/beneficio deberian
posponerse a la demostraciéon de seguri-
dad en pacientes con cancer avanzado.

Una vez finalizados y evaluados los
ensayos clinicos piloto, el entusiasmo no
deberia desaparecer aun cuando no se
observe eficacia clinica o ésta sea muy
modesta. Ese seria el momento de probar
las mejores estrategias sinérgicas defini-
das en los modelos preclinicos, extendien-
do el tratamiento a otras enfermedades,
que en algin momento deberan incluir
infecciones virales crénicas resistentes al
tratamiento convencional. En nuestra opi-
nién esta hoja de ruta va a ser seguida en
un futuro cercano por varios grupos con
apoyo industrial competidores entre si.
Los datos preclinicos apoyan sin duda el
desarrollo clinico de la inmunoterapia fun-
damentada en CD137.
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