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RESUMEN

Introduccioén: El rituximab (RTX), anticuerpo que reconoce la molécula CD20 humana, re-
presenta un beneficio terapéutico para pacientes con linfomas de células B, aunque se ne-
cesitan nuevas estrategias para pacientes refractarios o con recaidas. La combinacion de
este anticuerpo con la IL-2 e inmunocitocinas basadas en anticuerpos anti-CD20 y la IL-2 ha
tenido un impacto limitado en la clinica, debido al perfil de toxicidad asociado a IL-2 y a la ex-
pansion de las células Tregs. Objetivo: Demostrar la potenciacion del efecto antitumoral de
anticuerpos anti-CD20 basados en el RTX mediante su combinacién o fusion con la muteina
IL-2 no-alfa. Métodos: Se evalud el efecto antitumoral de un anticuerpo anti-CD20 basado en
el RTX en combinacion con una variante de la IL-2 humana capaz de expandir selectivamente
poblaciones inmunes efectoras (la muteina IL-2 no-alfa), y de inmunocitocinas, basadas en
el RTXy dicha muteina, en el modelo EL4-CD20h-C57BL/6. Se estudiaron las poblaciones de
células inmunes estimuladas por ambos tipos de tratamientos, mediante citémetro de flujo.
Resultados: Se demostro que el efecto antitumoral de un anticuerpo anti-CD20 se potencio
en combinacién con la muteina IL-2 no-alfa. Este efecto se asocié al incremento del poten-
cial litico de las células NK 'y T CD8+, a la reduccién de la poblacion de Tregs e incremento
de macrofagos activados, y se caracterizd por una polarizacién temprana de la respuesta T
auxiliadora (Th) 1. La fusion, por primera vez, de la IL-2 no-alfa a una version IgG1 humana del
RTX con Fc funcional generé una molécula trifuncional que mantuvo el reconocimiento del
antigeno CD20, la capacidad de sefializacion e inmunomodulacion in vivo de la citocina y me-
jord las funciones efectoras in vitro de apoptosis y ADCC de este anticuerpo, lo que resulté en
un efecto antitumoral in vivo superior al obtenido con el RTX en bajas dosis. Conclusiones:
En conjunto los presentes resultados apuntan a la muteina IL-2 no-alfa como una estrategia
eficaz para potenciar el efecto de la terapia anti-CD20.
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Potentiating effect of IL-2 no-alpha mutein on the antitumoral
activity of anti- CD20 therapy

ABSTRACT

Introduction: The anti-CD20 antibody rituximab has substantially improved outcomes of pa-
tients with B-cell ymphomas, although more efficient therapies are needed for refractory or
relapsing lymphomas. The combination of rituximab and IL-2 and the use of immunocyto-
kines based on anti-CD20 antibodies and IL-2 had a limited impact in the clinic due to the
toxicity profile associated with IL-2 and the expansion of Treg cells. Objective: To demons-
trate the potentiation of the anti-tumor effect of rituximab -based anti-CD20 antibodies by
combining or fusing with IL-2 no-alpha mutein. Methods: We explore the anti-tumor effect
of an anti-CD20 antibody combined with a mutated IL-2 (no-alpha mutein) which has a dis-
rupted affinity for the IL-2R aBy and immunocytokines based on rituximab and this mutein in
an EL4-huCD20/C57BI/6 model and evaluated immune cell populations by Flow Cytometer.
Results: We demonstrate that the antitumor effect of an anti-CD20 antibody was enhanced in
combination with the no-alpha mutein. This effect was associated with anincrease in the lytic
potential of NK and CD8+ T cells, a reduction of Tregs, and was characterized by an earlier
polarization to Th1.The fusion, for the first time, of no-alpha mutein to a human IgG1 version
of rituximab with functional Fc generated a tri-functional molecule that maintained the re-
cognition of the CD20 antigen, the signaling capacity and in vivo immunomodulation of the
cytokine, and improved the in vitro effector functions of this antibody: apoptosis and ADCC,
resulting in an in vivo antitumor effect superior to that obtained with low-dose rituximab.
Conclusions: Taken together, our findings suggest that IL-2 mutein is a promising molecule

that either combined or fused to antibodies can potentiate anti-CD20 therapy.
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INTRODUCCION

Los linforas no Hodgkin (NHL, siglas del inglés non-Ho-
dgkin lymphoma) constituyen las neoplasias hematologicas
mas comunes en Cubay el mundo, y representan un significa-
tivo reto clinico en el manejo del cancer. 29 A su vez, los NHL
tipo B (NHL-B) representan la mayoria de estos linfomas. El
rituximab (RTX), que reconoce la molécula CD20 humana ex-
presada en diferentes estadios de las células B, fue el primer
anticuerpo monoclonal (AcM) aprobado para el tratamiento de
esta enfermedad por la FDA (agencia norteamericana de Ad-
ministracion de Alimentos y Medicamentos, siglas del inglés
Food and Drug Administration).  Algunas observaciones cli-
nicas indican una respuesta de larga duracion, probablemen-
te asociada a la induccion de un efecto vacunal relacionado
con una activacion de la rama inmune adaptativa. ©

A pesar de la eficacia clinica del RTX un (25-30) % de
los pacientes no responden a la terapia de primera linea
R-CHOP (RTX combinado con quimioterapia con ciclofosfa-
mida, doxorrubicina, vincristina y prednisona), y otros recaen
después de una respuesta inicial completa. © Por tal motivo
nuevas estrategias estan en investigacion para incrementar

la efectividad del RTX, entre las cuales se encuentra el uso
de combinaciones con citocinas. 89

La interleucina 2 (IL-2) es una citocina que activa células
Ty NK. (01112 | 3 combinacién del RTX y la IL-2 se evalud en el
escenario preclinico y clinico, con el propésito de incrementar
la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuer-
po (ADCC, siglas del inglés antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity) inducida por este anticuerpo. 39 Aunque las pri-
meras investigaciones mostraron una respuesta clinica obje-
tiva para algunos pacientes con NHL, estudios posteriores no
revelaron beneficios significativos. (1415117 Una posible expli-
cacion pudiera ser que la mayoria de estos ensayos utilizaron
la IL-2 a bajas dosis, lo cual favorece la expansion de células
T reguladoras (Tregs), que algunas investigaciones las corre-
lacionan con mal prondstico para esta enfermedad. (15781920

Se destaca, en particular, el trabajo de Abes et al. donde
se empled una version IgG2a de ratén del RTX y se estudio su
combinacion con altas dosis de IL- 2 en el modelo de linfoma
EL4-CD20h-C57BL/6. @V En este modelo, de marcada expan-
sién de células Tregs por la presencia del tumor, el efecto del
anticuerpo demostro ser dependiente de su region fragmento
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cristalizable (Fc) y la presencia de células NK/NKT, junto al
reclutamiento de células T CD4+ y CD8+. En dicho estudio la
administracion de altas dosis de IL-2 a ratones supervivientes
luego de la monoterapia con el anticuerpo anti-CD20 reforzé
la proteccion a largo plazo del anticuerpo, mas no mejor¢ su
accion antitumoral al ser coadministrada con este en las eta-
pas iniciales del tratamiento (en los primeros 4 d después de
la inoculacién del tumor: escenario temprano).

Por otra parte, la IL-2 se caracteriza por un tiempo de vida
media (t 1/2) corto (15 min a 2 h), lo cual obliga a utilizar en su
administracion sistémica dosis altas y repetidas, las cuales cau-
san intoxicaciones graves que se manifiestan fundamentalmen-
te en la forma del sindrome de fuga vascular. ?2232429 Una de las
soluciones practicas para disminuir las dosis, con la consiguiente
reduccion de toxicidad, es la localizacion de la IL-2 en el microam-
biente tumoral, a través del uso de inmunocitocinas (IC). 529

A pesar de los resultados prometedores en los ensayos
clinicos fase Il de estas moléculas, mantienen efectos adver-
sos similares a los de la IL-2 recombinante, como su perfil
de alta toxicidad y la expansion mayoritaria de células Tregs,
potencialmente capaces de inhibir su accion antitumoral.
(2627.282930313233.3435) A esta limitacion se suma una suboptima
biodistribucion y localizacion en el microambiente tumoral
por la interaccion con los receptores de IL-2 (RIL-2) triméri-
cos apyc, de alta afinidad. ©%% Este escenario ha estimula-
do el desarrollo de IC basadas en variantes mutadas de la
IL-2, generalmente disefadas para tener capacidad reducida
de union a la cadena alfa del RIL-2 (ejemplo: muteina IL-2v),
para la estimulacion de subpoblaciones especificas de célu-
las inmunes y reducir la toxicidad. ©¢” En estudios clinicos sus
propiedades inmunomoduladoras favorecen la proliferacion
de células efectoras T CD8+ y NK, y no la expansion prefe-
rencial de células Tregs. ©® A pesar de estas evidencias y la
reduccion de la toxicidad, en ocasiones no resultaron efecti-
vas como monoterapia 0 en combinacion con inhibidores de
punto de control, o que indica la necesidad de explorar nue-
vas acciones en torno a esta estrategia. La mayoria de estas
IC no poseen, por disefio, las funciones efectoras clasicas de
los anticuerpos como la CDC y la ADCC y son monovalentes
con respecto a la citocina. ©® Aunque estas IC basadas en la
IL-2v abarcan diferentes especificidades antigénicas, ninguna
se ha dirigido contra la molécula CD20. (523639

En el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) se ha desa-
rrollado una versién de la IL-2 humana (muteina IL-2 no-alfa),
gue expande preferencialmente células T CD8+ y NK, en com-
paracion con la poblacién de Tregs. Esta muteina tiene ac-
cion agonista y ha demostrado en varios modelos tumorales
trasplantables un efecto antimetastasico superior a la IL-2
salvaje, a la vez que exhibe una menor toxicidad. “4V Estas
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ventajas con respecto a la IL-2 alientan el estudio de su po-
tencial impacto en la terapia antitumoral basada en el RTX, en
esquemas de tratamiento donde la variante salvaje de esta
citocina no ha tenido un rol potenciador. Asimismo, la mutei-
na es una candidata atractiva para generar una IC basada en
el RTX, para localizar simultanemente en el sitio tumoral, las
capacidades efectoras del anticuerpo y la accion inmunomo-
duladora de la muteina.

Con estos antecedentes la presente investigacién de pro-
puso como objetivos demostrar la potenciacion del efecto an-
titumoral de una version IgG2a de raton del RTX mediante su
combinacion con la muteina IL-2 no-alfa, en un modelo de ra-
tones inmunocompetentes; obtener versiones humanas y de
raton de IC trifuncionales, de formato IgG basadas en el RTX
y la muteina IL-2 no-alfa, que posean un efecto antitumoral
superior respecto a las moléculas parentales o su combina-
cion, en un modelo de ratones inmunocompetentes; asi como
evaluar la capacidad in vitro de la IC trifuncional humana ba-
sada en RTX e IL-2 no-alfa de activar células NK y de eliminar
células B de sangre periférica de pacientes con NHL-B.

METODOS

El presente trabajo es un estudio preclinico realizado des-
de el afio 2014 al 2022.

Lineas celulares y medios de cultivo

Las células EL4 que expresan CD20 humano (EL4-CD20h)
fueron donadas amablemente por la Dra. J. Golay (Ospedali
Riuniti di Bergamo, Bergamo, Italia). El cultivo de los transduc-
tomas se realizd en medio DMEM-F12 (siglas del inglés Dulbec-
co's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12, Gibco, Pais-
ley, Reino Unido). Las células de timoma de ratéon EL4-CD20h
se cultivaron en medio IMDM (Gibco). Los medios se suple-
mentaron con penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 U/
mL) y L-glutamina 2 mM (Gibco). El suero fetal de ternera (SFT;
PAA, Pasching, Austria) se empled como suplemento adicional,
a diferentes concentraciones, segun el ensayo.

Animales de laboratorio

Se emplearon ratones C57BL/6 hembras de (5 a 8) se-
manas de edad, provenientes del Centro Nacional para la Pro-
duccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB. La Habana,
Cuba), y de los Laboratorios Charles River (Saint Germain
Nuelles, Francia), los cuales se mantuvieron bajo estricto con-
trol veterinario durante la realizacion de los experimentos. Los
estudios se realizaron con la aprobacion del Comité Institu-
cional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
del CIM o del Comité de ética para la experimentacion animal
Charles Darwin (Paris, Francia).
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Muestras biolégicas humanas

Las muestras biologicas de los pacientes con NHL-B y
de los donantes sanos se obtuvieron en la consulta de He-
matologia del Hospital Hermanos Ameijeiras, en La Habana.
Los estudios se realizaron con la aprobacion del Comité de
Etica del hospital.

Anticuerpos, citocinas e inmunocitocinas

Se emplearon lotes comerciales del anticuerpo
RTX (anti-CD20; Rituximab, MabThera- Roche, Turquia). El an-
ticuerpo anti-CD20(y2a-r), ), las IC anti-CD20(y2a- r)-IL2 no-al-
fa y anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa fuer obtenido previamente en
el laboratorio de proteinas quiméricas del CIM. El anticuerpo
MOPC-173 (BioLegends, San Diego, California, EE.UU.) de
isotipo 1gG2a de ratén, el anticuerpo humanizado R3 (hR3) y
la IC anti-MOPC(y1h)-IL2 no-alfa, obtenida previamente en el
laboratorio de proteinas quiméricas del CIM (datos no publi-
cados), se utilizaron como controles de isotipo. “?

Las IC y los anticuerpos se purificaron a partir de los so-
brenadantes de cultivo de los respectivos transductomas me-
diante cromatografia de afinidad con proteina A (MabSelect
Protein A, GE Healthcare, Suecia). En el caso de las IC se afia-
dié un paso de pulido por cromatografia de exclusion molecu-
lar Superdex S-200 (GE Healthcare). La concentracién de las
IC y de los anticuerpos se determind midiendo la absorbancia
a 280 nmy se analizd su pureza en condiciones no reductoras
por electroforesis en geles de poliacrilamida y en una colum-
na analitica de exclusion molecular Superdex S-200 (GE Heal-
thcare). “3 La muteina IL-2 no-alfa se produjo y purifico en la
direccion de desarrollo del CIM. La IL-2 humana se adquirié de
Peprotech (Rocky Hill, NJ, EE.UU.).

Citometria de flujo

Las células provenientes de bazo de ratdon se marca-
ron con los anticuerpos monoclonales (AcMs) siguientes:
anti-CD3e (APCeF780, eBioscience; FITC, BiolLegend; Alexa
Fluor 700, BD Pharmingen; PE, BD Pharmingen), anti-CD4
(PECy5.5, eBioscience; PE-Texas Red, Medsystems), anti-CD8a
(eF660, eBioscience; eF450, eBioscience; PE, eBioscience), an-
ti-NK1.1 (PE, eBioscience; APC, BD Pharmingen), anti-CD62L
(PECy5.5; eBioscience), anti-CD11b (eF450; eBioscience), an-
ti-CD44 (APC- Alexa750, eBioscience), anti-CD45 (PE-Cy7, BD
Biosciences),anti-CD45R(B220) (PerCP-Cy5.5; BD Biosciences).
Las células de bazo para el marcaje intracelular se estimularon
durante 4 h a 37 °C en atmasfera de 5 % de CO,; en presencia
de forbol-12-miristato-13-acetato (25 ng/mL) (Sigma-Aldrich) e
ionomicina (5 pg/mL) (Sigma- Aldrich) y con monensina (6,7
pg/mL) (Sigma-Aldrich) durante las ultimas 2 h de cultivo. Los
anticuerpos intracelulares utilizados fueron: anti-IL-4 (PE-Cy7;

eBioscience), anti-Perforina (PE, eBioscience), anti-Granzyma B
(FITC, eBioscience), anti-IFN-y (Alexa Fluor 647; BD Bioscien-
ces), anti-FoxP3 (PE, BioL.egend; PE, eBioscience) y anti-IL-17A
(Alexa Fluor 700; BioLegend).

Las muestras de sangre total recibidas en tubos con
anticoagulante dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) fue-
ron procesadas y se procedio a la lisis de los hematies. Se
marcaron las células con los anticuerpos seleccionados
previa titulacion. Las células mononucleares de sangre pe-
riférica se marcaron con los AcMs siguientes: anti-CD3
(APC, BD PharMingen), anti-CD56 (FITC, BD PharMingen) y
anti-CD16 (AF-700; Invitrogen). Las adquisiciones de las célu-
las se realizaron en un equipo Gallios (Beckman Coulter, Bél-
gica) o LSRFortessa (BD Biosciences, CA, EE.UU.), y los datos
obtenidos se analizaron con los programas Kaluza 1.5 (Beck-
man Coulter) o FlowJo (TreeStar), respectivamente.

Ensayo de apoptosis temprana

La exposicién de la fosfatidilserina en la monocapa externa
de la membrana se determind en las células Ramos. Para ello,
se incubaron 3 x 104 células durante 24 h con 18 nM de las
IC (anti-CD20[y1h]-IL2 no-alfa y anti-MOPC[y1h]-IL2 no-alfa) y
cantidades equimolares del RTX, la IL-2 no-alfa o la combina-
cion de estas 2 Ultimas moléculas, diluidos en medio RPMI y
SFT al 2% (RPMI-SFT). Luego las células se lavaron con salina
tamponada con fosfatos (SSTF) y se marcaron con el juego de
reactivos de deteccion de apoptosis TACS Annexin V-FITC, se-
gun especificaciones del fabricante (TREVIGEN, MN, EE.UU.).

Ensayo de activacién de células NK in vitro

Para determinar la activacion de las células NK se coincu-
baron células Ramos o células mononucleares de sangre peri-
férica (CMSP) de pacientes con desordenes linfoproliferativos
de células B, con CMSP humanas frescas en una proporcion
de 10:1, en presencia de 6 nM de las IC (anti-CD20(y1h)-1L2
no-alfa y anti-MOPC[y1h]-IL2 no-alfa), o cantidades equimola-
res del RTX, solo 0 en combinacién con la IL-2 no-alfa. Trans-
curridas 21 h de incubacién a 37 °C y en atmdsfera de 5 % de
CO,, las células se colectaron, lavaron, marcaron y analizaron
mediante citometria de flujo.

Ensayo de eliminacion de linfocitos B

La capacidad de la IC de eliminar linfocitos B se determind
mediante la incubacion de CMSP (3 x 105) de un donante sano
y de un paciente con linfoma difuso de células B grandes (DLB-
CL, siglas del inglés diffuse large B-cell ymphoma) con las IC y
el RTX (18 nM) durante 24 h, a 37 oC y en atmodsfera de 5 % de
CO2. El porcentaje de células B dentro de las CMSP se determi-
no por citometria de flujo mediante marcaje con el anticuerpo
anti-CD19 PECy7 (BioLegend) y anti-human-FITC (DAKO).
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Ensayo de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo

La ADCC se midi¢ a través de la actividad de la enzima
citosolica lactato deshidrogenasa (LDH), liberada por las cé-
lulas blanco. Se emplearon CMSP de donantes sanos como
fuente de células efectoras. Se incubaron 2 x 104 células blan-
co (Ramos) y 2 x 105 de CMSP para obtener una relacién cé-
lula blanco: CMSP de 1:10, en medio RPMI al 1 % de SFT, con
diferentes concentraciones (0,75; 1,5; 3; 6 nM) de los distintos
tratamientos. Después de 4 h de incubacion a 37 oC y en at-
mosfera de 5 % de CO2, se tomaron 100 plL de sobrenadante y
se midi¢ la actividad de la enzima LDH liberada por las células
blanco con el empleo del juego de reactivos de deteccion de
citotoxicidad (Roche, Mannhein, Alemania), segun las especi-
ficaciones descritas por el fabricante. Se midio la absorbancia
del producto formado (sal de formazan) a 490 nm, con filtro
de 620 nm en un lector de ELISA ELX800UV (DIALAB GmbH).

El porcentaje de lisis se calculd segun la formula (1):

lisis experimental — lisis basal

lisis(%) = * 100

lisis maxima — lisis basal
@)

donde: lisis experimental = (lisis de la combinacién de las
IC (anti-CD20[y1h}-IL2 no-alfa y anti-MOPC[y1h]-IL2 no-alfa) o
anticuerpo + células efectoras + células blanco)-lisis de célu-
las efectoras; lisis basal (liberacion espontéanea de LDH) = lisis
de las células blanco tratadas con las IC o anticuerpo; lisis
maxima: lisis de las células blanco tratadas con Tritén X-100
(Sigma-Aldrich) al 1 %.

Modelo tumoral EL4-CD20h-C57BL/6

En todos los experimentos, los ratones se inocularon
con las células tumorales y después se aleatorizaron por el
método simple en los diferentes grupos de tratamientos. Los
ratones se sacrificaron cuando aparecieron signos de enfer-
medad (por ejemplo, postracion, parélisis, descenso del peso
corporal). Los diferentes esquemas de tratamientos se repre-
sentan en las figuras 1A, C, 3A, C, 5Ay C.

Analisis estadisticos

Para los analisis estadisticos se utilizaron los programas
GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad Software Inc.) o el pro-
grama SPSS Statistics (version 25, IBM, NY, USA). En todas las
muestras se comprobd la normalidad mediante la prueba de
D'Agostino y Pearsony la homogeneidad de varianza mediante
la prueba Kolmogorov-Smirnov. Las comparaciones se realiza-
ron mediante un analisis de varianza de comparacion (ANOVA
de una via), seguido de una prueba de Bonferroni. En los casos
en que no existia distribucion normal y homogeneidad de va-
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rianza, se aplico el método no paramétrico de Kruskal-Wallis y
la post-prueba de Dunn. Para evaluar las diferencias de super-
vivencia, se utilizaron curvas de Kaplan- Meier y se analizaron
mediante pruebas de rango logaritmico (Log-rank).

RESULTADOS

Evaluacion del efecto antitumoral de la combinacidon
de un anticuerpo anti-CD20 (y2a-r) y la muteina IL-2
no-alfa

Para evaluar el efecto antitumoral de la combinacion de
una version IgG2a de raton del RTX (anti-CD20[y2a-r]) con
la IL-2 no-alfa los ratones se inocularon con las células tu-
morales (0 d) y se trataron con el anti-CD20(y2a-r) (dias 1;
4; 7,10y 13), como monoterapia, 0 en combinacién con la
IL-2 o la IL-2 no-alfa-1 dy 3 d (ver figura 1A). Este protocolo
se repitio 3 veces (ver figura 1B). La terapia anti-CD20 indu-
jo una proteccioén de alrededor del 60 % de los animales, lo
gue esta en concordancia con trabajos previos relacionados
con la actividad antitumoral de este AcM. @V La superviven-
cia fue similar entre los ratones tratados solamente con el
anti-CD20(y2a-r) y los que recibieron la terapia combinada
del anticuerpo con la IL- 2, en correspondencia con estudios
anteriores. @V Por el contrario se observé un aumento sig-
nificativo de la supervivencia de los ratones tratados con el
anticuerpo anti-CD20(y2a-r) y la IL-2 no-alfa. Este grupo de
animales tuvo mas de un 80 % de proteccion.

Se evalud el impacto del uso concomitante en un es-
cenario temprano de la IL-2 o de la muteina IL-2 no-alfa
con el anticuerpo anti-CD20(y2a-r), en el efecto protector
de larga duracion. Para ello a los animales supervivientes
al reto con células EL4- CD 20 h después de los diferentes
tratamientos, se les expuso el dia 65 al doble del nimero
inicial de células tumorales EL4-CD20h (4 x 105/ratén) (ver
figura 1C). Como se observa en la figura 1D, no hubo dife-
rencias en los porcentajes de supervivencia de los grupos
tratados con el anticuerpo solo o en combinacién con la
muteina IL-2 no-alfa. En contraste, el uso de IL-2 afecto la
proteccién a largo plazo (ver figura 1D).

Ratones con esquemas de tratamiento como se describe en
la figura TA se sacrificaron alos 14 dy 21 d de inoculados con las
células tumorales, y se evaluaron los infiltrados linfocitarios del
bazo, por citometria de flujo. Los ratones tratados con la combi-
nacién del anticuerpo anti-CD20(y2a-) y la IL-2 no-alfa exhibie-
ron un porcentaje significativamente mayor de células Th1 en
comparacion con los animales que recibieron el anticuerpo solo
0 en combinacién con la IL-2, en el dia 14 (figura 2A). En el dia
21 solo el grupo que recibié la combinacion del anticuerpo con
la IL-2 no-alfa mostré un incremento de la poblacion Th1 signifi-
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-r) y la IL-2 no-alfa en el modelo EL4-CD20h-C57BL/6; A-C, diagramas
a las curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de los animales tratados
-alfa (n = 45) o anticuerpo control de isotipo (n = 21). El experimento

se repitié 3 veces y se muestran los resultados de los 3 experimentos unidos; D, efecto de la muteina IL-2 no-alfa en el efecto protector de larga
duracion de la terapia con el anticuerpo anti-CD20(y2a-r). Como control, ratones virgenes (n = 10) de la misma edad se retaron con 4 x 10° células
EL4-CD20h. El experimento se repiti¢ 2 veces y se muestran los resultados de los 2 experimentos unidos. El analisis de supervivencia se realizd
mediante la prueba de Log-rank. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05)

cativamente superior al del grupo tratado con el anticuerpo solo
(ver figura 2A). Adicionalmente, la poblacion de células Tregs dis-
minuyo significativamente, tanto en el dia 14 como en el 21, en
el grupo tratado con la combinacion con la muteina IL-2 no-alfa,
pero no en los otros 2 grupos (ver figura 2B).

Al tener en cuenta el incremento de la respuesta de
Th1 observado en el dia 14 se examind en ese momento
la produccién de perforina y granzima B por las células T
CD8+ y NK1.1+ de bazo. La combinacion del anticuerpo an-
ti-CD20(y2a-r) y la IL-2 no-alfa fue el Unico tratamiento que
indujo un aumento significativo de subpoblaciones produc-
toras de perforina o granzima B (ver figura 2C y D), lo que
indica una potenciacion de su capacidad citotoxica. Solo la
administracion conjunta de la muteina y el anticuerpo an-
ti-CD20(y2a-r) mejord significativamente la producciéon de
granzima By perforina por las células NK1.1+, en compara-
cién con los que recibieron el anticuerpo y la IL-2 (ver figura

2E y F). Sin embargo, este aumento no fue significativo con
respecto a los ratones que recibieron la monoterapia con el
anticuerpo (ver figura 2 Ey F).

Obtencion de las IC anti-CD20(y2a- r)-IL2 no-alfay
anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa

Se disefiaron y generaron las IC trifuncionales, de formato
IgG anti-CD20(y2a-r)-IL2 no-alfa y anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa
por tecnologia de ADN recombinante, y se demostro su pure-
za, capacidad de reconocimiento al antigeno CD20 y actividad
tipo IL-2 (datos no mostrados).

Efecto antitumoral de la IC anti-CD20(y2a-r)-IL2 no-
alfa en el modelo EL4-CD20h-C57BL/6
Para evaluar el impacto de la fusién de la muteina IL-2

no-alfa al anticuerpo anti-CD20(y2a-r) en su actividad an-
titumoral, se utilizaron ratones C57BL/6 inoculados con
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Fig. 2. Efecto de la combinacion anticuerpo anti-CD20(y2a-r) y muteina IL-2 no-alfa en las subpoblaciones de células Ty NK1.1+. Los esplenocitos
de ratones tratados segun el esquema descrito en la figura 1A se evaluaron por citometria de flujo, en los dias 14y 21. A: Th1(CD3 + CD4+ IFNy+);
B, Tregs (CD4+ CD3+ FoxP3+). Th2(CD3+ CD4+ IL4+); (CD3+ CD4+ IL17+). Cada simbolo representa el porcentaje relativo del subconjunto de cé-
lulas respecto al total del compartimento de células T CD4+ (Tregs+Th1+Th2+Th17+) para un ratén individual. Se muestran los resultados de los
2 experimentos unidos; n =10. C-E: los esplenocitos de ratones tratados segun el esquema descrito en la figura 1A se evaluaron por citometria de
flujo, en el dia 14. NUmeros absolutos de células C, T CD8+ que expresan perforina. D, T CD8+ que expresan granzima B. E, NK1.1+ que expresan
perforina. F, NK1.1+ que expresan granzima B. Las lineas discontinuas representan los valores medios obtenidos con ratones C57BL/6 tratados
con el anticuerpo control de isotipo para la poblacion indicada. Letras distintas indican diferencias significativas en las comparaciones realizadas
entre los grupos mediante una ANOVA de una via (D21-A) o una prueba de Kruskal-Wallis seguidas de las pruebas de Bonferroni (p < 0,05) o de
Dunn (p < 0,05), respectivamente. Las barras horizontales representan la media + DEM.

5 x 105 células EL4-CD20h (0 d), segun se indican en las  tente en altas dosis de anti-CD20(y2a-r) (5 administraciones
figuras 3 Ay C. El tratamiento con la IC antiCD20(y2a-r)-IL2 ~ con 200 pg) (ver figura 3B). Sin embargo, a bajas dosis del
no-alfa a bajas dosis (3 administraciones con 20 ug), fue tan  anticuerpo (16,6 ug) no se observé actividad antitumoral, aun
efectivo en el incremento en la supervivencia como el consis-  en combinacién con la IL-2 no-alfa (ver figura 3D).
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Fig. 3. Efecto antitumoral de la IC anti-CD20(y2a-r)-IL2 no-alfa en el modelo EL4-CD20h- C57BL/6. A-C, diagramas que representan los esquemas de trata-
mientos. B-D, graficos correspondientes a las curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de los animales tratados. B: comparacién del efecto terapéutico de la
IC anti-CD20(y2a-1)-IL2 no-alfa (20-50) ug con el anticuerpo parental a altas dosis (200 ug). D: comparacion del efecto terapéutico de la IC anti-CD20(y2a-r)-
IL2 no-alfa con el anticuerpo solo o en combinacién con la muteina IL-2 no-alfa. El experimento se repitid 3 veces y se muestran los resultados de 1
expe-rimento representativo. El andlisis de supervivencia se realizd mediante la prueba de Log-rank. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0,05).

Funciones efectoras de la IC anti-CD20(y1h)-IL 2 no-
alfa. Induccion de apoptosis

Con el objetivo de analizar si la IC anti-CD20(y1h)-IL2
no-alfa era capaz de inducir apoptosis en células tumorales,
se evalud la exposicion de fosfatidil-serina, que caracteriza
etapas tempranas de la apoptosis. “Y La IC anti-CD20(y1h)-
IL2 no-alfa logré aumentar significativamente el nimero de
células marcadas Anexina V+/IP-, en comparacion con los
otros 2 tratamientos (figura 4A). Notablemente, con la IL-2
no-alfa unida al anticuerpo en la IC, pero no con la combina-
cion de las 2 moléculas individuales, se obtuvo este efecto.

Efecto citotoxico mediado por células dependiente
de anticuerpo

Para determinar la capacidad de la IC de mediar ADCC,
se midio la actividad de la enzima LDH liberada por las células
diana (Ramos) en presencia de CMSP, como fuente de células
efectoras. Este experimento se realizd en una razén CMSP: cé-
lulas diana (10:1). Como se muestra en la figura 4B, la IC anti-
CD20(y1h)-IL2 no-alfa indujo mayor porcentaje de lisis espe-

cifica con respecto al RTX, solo o en combinacién con la IL-2
no-alfa. La lisis a 6 nM fue de aproximadamente un 30 % para la
IC anti-CD20(hy1)-IL2 no-alfa, mientras que fue de alrededor del
10 % para la combinacion equimolar del anticuerpo y la citocina
(ver figura 4B), lo que denota el aporte de la fusion al anticuerpo
de la IL-2 no-alfa. No se observo citotoxicidad con la IC control
de isotipo (ver figura 4B), lo que demuestra la especificidad anti-
génica del efecto. De conjunto, los resultados anteriores, indican
que la porcion Fc de la IC anti-CD20(hy1)-IL2 no-alfa es funcional
y muestra una actividad apoptotica superior a la del RTX.

Activacion de células NK por la IC anti-CD20(y1h)-
IL2 no-alfa

Con el propdsito de determinar la capacidad de la IC anti-
CD20(y1h)-IL2 no-alfa de activar las células NK, se coincuba-
ron células diana (Ramos y CMSP de 3 pacientes de NHL-B)
y las CMSP de donantes humanos sanos, como fuente de
efectoras, a una razoén 1:10, durante 20 h con los diferentes
tratamientos. Se conoce que la activacion de células NK es
un paso critico para la ADCC, y que esta poblacién es funda-
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Fig. 4. Funciones efectoras de la IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa; A, representacion de la media y DEM de los porcentajes de apoptosis temprana (anexina
V+/IP-) de un experimento representativo de 2 realizados. B: inducciéon de ADCC por la IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa. C-F, activacion de células NK por la
IC anti-CD20(yTh)-IL2 no-alfa. CMSP donantes humanos sanos (utilizadas como fuente de células NK) y células ramos o CMSP de pacientes con NHL-B
utilizadas como células blanco. EI marcador de activacién CD16A se analizé por citometria de flujo; C, ramos; D, bajo Grado en recaida; E, leucemia
linfocitica cronica; F, DLBCL, Se representan los porcentajes de células positivas dentro de la poblacién NK (CD3-CD56+); G-H, Eliminacion in vitro de
linfocitos B de CMSP de un paciente con DLBCL por la IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa. CMSP (3 x 105) de un donante sano y de un paciente con DLBCL
(H) se incubaron con la IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa (18 nM) o cantidades equimolares de RTX. Letras distintas indican diferencias significativas en las
comparaciones realizadas entre los grupos mediante una prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones mdultiples de Dunn (p < 0,05)

mental en la actividad antitumoral de la muteina IL-2 no-alfa.
4049 Se verificd mayor disminucion de la expresion del mar-
cador de superficie CD16 en las células NK coincubadas con
las células Ramos con respecto al tratamiento con el RTX (ver
figura 4C), lo cual es indicativo de una mayor activacion. “® No
hubo diferencias, sin embargo, al comparar con el tratamiento
combinado de RTX e IL-2 no-alfa. En la poblacion de células
NK de las muestras de los pacientes tratados con la IC, se ob-
servo la mayor disminucion de la expresion de este marcador
(verfigura4 D, Ey F).

De conjunto, estos resultados demuestran una mayor ac-
tivacion de las células NK en las muestras tratadas con la IC
anti-CD20(yTh)-IL2 no-alfa en comparacion con el RTX, lo que
pudiera deberse a un efecto potenciador de la IL-2 no-alfa.

Eliminacion de células CD19+

Finalmente, se estudid su capacidad de eliminar, in vi-
tro, células malignas CD19+ del paciente con DLBCL, em-
pleando sus CMSP como fuente de células diana y células
efectoras. El experimento se realizé también con CMSP de
un donante sano. Las CMSP se incubaron con la IC anti-
CD20(y1h)-IL2 no-alfa o el RTX durante 24 h, y el porcentaje
de células B en las CMSP se midio por citometria de flujo.
Como se muestra en la figura 4G, ambos tratamientos re-
dujeron el porcentaje de células B normales del donante
sano. En contraste, solo la IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-al-
fa disminuyo significativamente la frecuencia de células
CD19+ de sangre periférica del paciente (ver figura 4H).
Este resultado indica la potencialidad del uso de la IC anti-
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CD20(y1h)-IL2 no-alfa en pacientes cuya resistencia a RTX
esté relacionada con una actividad ADCC no ¢ptima.

Actividad antitumoral del tratamiento de la IC anti-
CD20(hy1)-IL-2 no-alfa

Debido a la reactividad cruzada entre los anticuerpos hu-
manos y las células efectoras de ratén, asi como de la IL-2
humana y los receptores de IL-2 de raton, se evaluo la eficacia
de la IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa en un modelo tumoral en
ratones inmunocompetentes. “” Ratones C57BL/6 se ino-
cularon por via intravenosa con 5 x 105 células EL4-CD20h
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y posteriormente se trataron con 20 ug de la IC o 150 pg de
RTX, de probado efecto terapéutico en estudios anteriores
(figura 5A). “® Esta dosis de anticuerpo corresponde a la es-
tadndar de 375 mg/m? utilizada en la clinica. “® Se observd
que una dosis 7,5 veces mas baja de la IC que la del RTX,
tuvo igual efecto antitumoral que este (ver figura 5B). Poste-
riormente, se inocularon cantidades equimolares de la IC y el
anticuerpo, segun el esquema de tratamiento que se describe
en la figura 5C. En este caso, el RTX no tuvo efecto antitumo-
ral, a diferencia de la IC anti-CD20(y1h)-IL-2 no-alfa (ver figura
5D), que logro proteger hasta el 70 % de los animales.
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Fig. 5. Efecto antitumoral de la IC anti-CD20(hy1)-IL2 no-alfa en el modelo EL4-CD20h-C57BL/6; A-C, diagramas que representan los esquemas de
tratamientos; B-D, graficos correspondientes a las curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de los animales inoculados con los diferentes tratamien-
tos; B, comparacion del efecto terapéutico de la IC anti-CD20(hy1)-IL2 no-alfa (20 pg) con el RTX a altas dosis (150 pg); D, comparacion del efecto
terapéutico de la IC anti-CD20(hy1)-IL-2 no-alfa con cantidades equimolares del RTX. El experimento se repitio 3 veces y se muestran los resultados
de 1 experimento representativo. El andlisis de supervivencia se realizé mediante la prueba de Log-rank. Letras distintas indican diferencias signifi-
cativas (p < 0,05). E-F, inmunomodulacién inducida por la IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa en ratones que recibieron los diferentes tratamientos segun
el esquema de la figura 5 C; pasados 10 dias del reto tumoral suspensiones celulares de los bazos se analizaron por citometria de flujo; proporcién
de células FOXP3+CD4+/CD8+ (E) y FOXP3+ CD4+/NK1.1+ CD3+ (F); las barras horizontales representan la media + DEM,; letras distintas indican
diferencias significativas segun una prueba de Dunn de comparacion de medias a posteriori (p < 0,05); IC, anti-CD20(hy1)-IL2 no-alfa
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Para investigar los mecanismos inmunitarios asociados
al aumento de la supervivencia de los ratones portadores de
tumores tratados con la IC anti- CD20(y1h)-IL2 no-alfa, se
estudiaron varias poblaciones celulares esplénicas, que se
analizaron por citometria de flujo a los 10 dias del reto tumo-
ral. Se observé un significativo incremento de células NK1.1+
CD3- (ver figura 5E) y T CD8+ (ver figura 5F), que no se verificd
para el tratamiento con el RTX. La IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-al-
fa favorecio la expansion de células efectoras con respecto
a las células Tregs, segun indican las razones FOXP3+CD4+/
NK1.1+ y FOXP3+CD4+/ T CD8+ (ver figura 5G y H). No se
observé incremento de la poblacién de células Tregs (ver fi-
gura 5l). Estos hallazgos evidencian que la IC anti-CD20(y1h)-
IL2 no-alfa cambia el equilibrio hacia las células inmunita-
rias efectoras en lugar de las Tregs, en concordancia con
los resultados obtenidos con la combinacion de anticuerpo
anti-CD20(y2a-r) con dosis altas de IL-2 no-alfa.

DISCUSION

En la presente investigacion se demuestra que la admi-
nistracion de un anticuerpo anti-CD20, version IgG2a del RTX,
en combinacion con la muteina IL-2 no-alfa, pero no con la
IL-2 salvaje, aumentd la supervivencia de ratones inmuno-
competentes retados con células tumorales EL4-CD20h, con
respecto a la de los animales que recibieron solo el anticuer-
po. Esta es la primera demostracion de que el uso combinado
de un anticuerpo anti-CD20 con una variante optimizada de
la IL-2, administrados ambos préoximos a la implantacion tu-
moral, permite potenciar la actividad antitumoral in vivo del
anticuerpo. En este mismo modelo Abes et. al. @V no detecta-
ron efecto de la IL-2 sobre la protecciéon de los ratones. Cuan-
do la muteina IL-2 no-alfa se administro sola no tuvo efecto
antitumoral (datos no mostrados). Por lo tanto, el impacto
observado con la terapia combinada pudiera deberse a la po-
tenciacion por la muteina IL-2 no-alfa de los efectores inmu-
nitarios movilizados por el anticuerpo anti-CD20, en adicién a
mecanismos inducidos directamente por la citocina.

La combinacion del anticuerpo y la muteina IL-2 no-alfa
indujo una respuesta Th1 mas temprana. Ademas, la com-
binacién con la muteina IL-2 no-alfa previno la expansion
de las Tregs en mayor medida que la monoterapia con el
anticuerpo o el tratamiento combinado con la IL-2. La ma-
nipulacién de estas células supresoras se ha convertido
en un foco de atencion, ya que las Tregs estan significati-
vamente aumentadas en la sangre periférica de pacientes
con NHL que reciben o no quimioterapia, y se han asociado
con un mal prondstico. (19495051.52)

Se conoce la importancia de la poblacién Th1 en la or-
questacion de la actividad antitumoral de otros tipos celulares
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através de la secrecion de IFN-y. (53,54) Ademds, la presencia
de infiltrados linfocitarios Th1 en el tumor correlaciona con el
éxito de la terapia con el RTX 'y la quimioterapia en pacientes
y en modelos preclinicos. 5%

Los resultados muestran que el uso de la muteina
IL-2 no-alfa en el tratamiento combinado estimula la activa-
cion de las células T CD8+ y NK 1.1, como lo indica su capa-
cidad litica mejorada, representada por el incremento del nu-
mero de células productoras de perforina y granzima B. Estas
moléculas se consideran marcadores del estado funcional de
estos linfocitos. 7% Esta activacion pudiera ser consecuen-
cia de la accion directa de la muteina IL-2 no-alfa sobre esta
poblacion o al patrén Th1 favorecido por la combinacion. 359

La inyeccion de la muteina IL-2 no-alfa al comienzo del
tratamiento mantuvo, pero no mejoro, la proteccion a largo
plazo conferida por el anticuerpo anti-CD20, cuando los ani-
males supervivientes se expusieron nuevamente a un reto
con una carga superior de células tumorales. En contraste, el
tratamiento combinado con la IL-2 salvaje impacté desfavora-
blemente en la supervivencia de los ratones en comparacion
con los animales que recibieron exclusivamente el anticuerpo.

Todas estas evidencias constituyen argumentos a favor
de la posibilidad del uso de la muteina IL-2 no-alfa en la cli-
nica para aumentar el nimero de pacientes que responden
al tratamiento con R-CHOP en primera linea de terapia. Por
otra parte, las citocinas como la IL-2 y la IL-2 no-alfa (datos no
publicados), se caracterizan por un t 1/2 corto, lo cual obliga
a utilizar dosis altas y repetidas. 2% Una de las soluciones
practicas para localizar altas concentraciones de la citocina
en el microambiente tumoral, es el uso de IC, consistentes
en la fusién de una citocina a un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo. @52

En la presente investigacion se describe la evaluacion de
la actividad antitumoral in vivo de la IC anti-CD20(y2a-r)-IL2
no-alfa, en el modelo tumoral EL4-CD20h-C56BL/6. De esta
manera se evalud ademas, el impacto de la colocalizacion en
el sitio tumoral de las propiedades efectoras del anticuerpo y
la modulacion especifica de la muteina IL-2 no-alfa. Esta IC
es una molécula trifuncional, en contraste con otras IC con
IL-2 no-alfa descritas en la literatura. (32,36,39) En los ultimos
6 afos, se han disefiado otras IC con variantes no-alfa de la
IL-2 para expandir preferentemente células efectoras inmu-
nitarias; reducir los efectos secundarios toxicos de la IL-2
salvaje; y mejorar las propiedades farmacocinéticas, lo que
demuestra la actualidad del tema abordado en este trabajo.
(323039 A diferencia de estas IC, la disefiada en esta investiga-
cion es un formato de inmunoglobulina simétrica, bivalente
también con respecto a la citocina, y con una region Fc fun-
cional. El poder de inmunomodulacion evaluado para IC que
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tienen 2 moléculas de IL-2, en lugar de una, es superior. ©9
Esta es ademas la primera descripcion de una IC anti-CD20
basada en una IL-2 no-alfa.

El tratamiento con la IC anti-CD20(y2a-r)-IL2 no-alfa a
bajas dosis, fue tan efectivo en el incremento en la super-
vivencia como el consistente en altas dosis del anticuerpo
anti-CD20(y2a-r). Sin embargo, la administracién del anticuer-
po solo o en combinacion con la IL-2 no-alfa en cantidades
equimolares, no tuvo efecto antitumoral. Gillies et.al. ©V des-
cribieron una potenciacion de la actividad antitumoral del an-
ticuerpo con la IC basada en un anticuerpo anti-CD20y la IL-2
salvaje (DI-Leu16-IL2). Esta superioridad antitumoral, susten-
16 el disefio de su version con regiones constantes humanas
con vistas a una posible nueva terapia.

La induccién directa de apoptosis contribuye al efecto an-
titumoral del RTX. ®2 En esta investigacion se determind la
exposicion de fosfatidilserina en la monocapa externa de la
membrana plasmatica de células Ramos tratadas con la IC
anti- CD20(y1h)-IL2 no-alfa, como un indicador de apoptosis
temprana. “¥ Sorprendentemente, la IC anti-CD20(y1h)-IL2
no-alfa indujo niveles mas altos de exposicion de este fos-
folipido que el RTX. La fusion de la muteina IL-2 no-alfa fue
esencial para este efecto, ya que la combinacién del RTX y de
la muteina IL-2 no-alfa fue menos eficaz que la IC. Los linfo-
citos B normales y las células Ramos se caracterizan por la
expresion baja del RIL-2 Byc. ©3%4 Son necesarios experimen-
tos adicionales para dilucidar el mecanismo molecular que
expligue la diferencia entre la IC y el RTX en este efecto y que
valoren si este incremento es biolégicamente relevante.

La ADCC es uno de los mecanismos efectores mas im-
portantes de muchos anticuerpos terapéuticos. ©9 Por otra
parte, Cartron et.al. ©® describieron una estrecha relacién en-
tre la accion del RTX y el polimorfismo genético del FeyRlll,
presente en las células NK y en los monocitos.

La muteina IL-2 no-alfa activa las células NK, que ejer-
cen ADCC a través de la participacion del FcyRllla (CD16a).
(40,45) La IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa mostrd, in vitro, ma-
yor capacidad de inducir ADCC que el RTX. Este efecto fue
incluso mayor que la combinacion del RTX y la IL-2 no-alfa,
lo que indica una ventaja de la fusion de la citocina al anti-
cuerpo. Esta ADCC mejorada es notablemente importante,
ya que este mecanismo es considerado actualmente como
el dominante para la eficacia de los anticuerpos anti-CD20 en
los tratamientos de los NHL. (676869

La IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa aumentd la activacién de
las células NK coincubadas con células de linfoma de Burkitt
humano y CMSP de pacientes con linfoma de células B de
bajo grado refractarias, LLC o DLBCL, como lo demostro la
disminucion de CD16. Ademas, la activacion de las células NK

estuvo en correspondencia con la capacidad de la IC de elimi-
nar células B de un paciente con DLBCL, a diferencia del RTX.
Este resultado sugiere que la IC pudiera compensar las limita-
ciones encontradas cuando se utiliza el RTX, como el polimor-
fismo del FcyRIII (CD16), su baja expresion, las interacciones
inhibitorias KIR/HLA, la disminucion de la presentacion de la
molécula CD20, entre otras. /%7

En el efecto citotdxico superior de la IC anti-CD20(y1h)-
IL2 no-alfa sobre CMSP del paciente de DLBCL pudiera contri-
buir la ADCC potenciada por la porcion IL-2 no-alfa de la IC, el
incremento de la apoptosis, la activacion de las células NK, y
también la accion directa de esta poblacion celular sobre las
células tumorales mediada por RIL-2 y no por el FcyRIIl. 2
Esta ventaja potencial de la IC sobre el RTX debe confirmarse
en un grupo mas grande de muestras de pacientes.

Con respecto a la actividad in vivo una dosis baja de la
IC anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa, a diferencia del RTX, aumentd
significativamente la supervivencia de los ratones retados
con células EL4-CD20h. Este efecto terapéutico pudiera estar
relacionado con la inmunomodulacién inducida por la IC, ca-
racterizada por el aumento de las células NK'y T CD8+, pero
no de las células Tregs. En el afio 2022, Carmenate et.al. “V
observaron en modelos resistentes al tratamiento con la IL-2,
un incremento de la razéon CD8+/Tregs en ratones donde la
muteina IL-2 no-alfa tuvo una actividad antitumoral potente.

La potenciacion del efecto antitumoral de anticuerpos an-
ti-CD20 mediante el uso de las IC anti-CD20 (y2a)-IL2 no-alfa
y anti-CD20(y1h)-IL2 no-alfa sugiere que la localizacién simul-
tanea de las funciones efectoras de anticuerpos capaces de
inducir ADCC y de la accion inmunomoduladora de la muteina
IL-2 no alfa, mediante la generacion de IC con el formato des-
crito en este trabajo, pudiera ser una aproximacion terapéuti-
ca contra el cancer.

Conclusiones

En resumen, en este trabajo se describen 2 formas nove-
dosas en que la muteina IL-2 no alfa pudiera potenciar la tera-
pia anti-CD20 basada en RTX; una, a través de la combinacion,
y otra, a través de su fusion al anticuerpo. La IC basada en la
IL-2 no-alfa generada es primera de su tipo en el mundo. Estas
estrategias pudieran tener un potencial beneficio terapéutico
en la terapia de primera linea en la clinica, y la IC, en particu-
lar, pudiera ser Util para aquellos pacientes cuya resistencia al
RTX esté relacionada con una induccion fallida de apoptosis
0 una actividad ADCC no optima.
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