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RESUMEN

Los resultados publicados en la literatura revelan efectos contradictorios,
obtenidos al aplicar tratamientos de modulacion de la IL-2 en experimentos pre-
clinicos y en la clinica. Los mismos muestran como la misma terapia es capaz de
promover indistintamente inmunidad o tolerancia, al expandir diferentes
poblaciones de células T. En el trabajo que aqui se presenta, se explica esta
complejidad en la respuesta a partir del papel dual de la IL-2 en la dinamica de las
células T. En este sentido, se conoce que esta citosina es usada tanto para la
proliferacion y supervivencia tanto de las células T Efectoras CD4+CD25- y CD8+
de Memoria, que median la respuesta inmune, como por las células T
Reguladoras Naturales CD4+CD25+Foxp3+ encargadas de inhibir esta respuesta.
Para abordar tedricamente esta problematica, se presenta un modelo matematico
que describe la dinamica de interaccion de la IL-2 con las células T, basado en las
evidencias experimentales de la literatura. Utilizando este modelo, se simula el
efecto de diferentes terapias moduladoras de IL-2: inyeccion de IL-2, disminucion
de la sefial por IL-2 usando AcMs anti-IL-2, inyeccién de inmunocomplejos de IL-2
y AcMs anti-IL-2, e inyeccion de muteinas de IL-2. Se estudian ademas las
condiciones cualitativas y cuantitativas de dosis y esquema de tratamiento en el
cual estas terapias son capaces de potenciar inmunidad o tolerancia. Los
resultados obtenidos brindan explicaciones racionales a resultados existentes en
pre-clinica y clinica, y proponen nuevos esquemas para optimizar la aplicacion
futura de estos tratamientos. Por ultimo, se predice que la aplicacion de un
tratamiento novedoso, utilizando una muteina de IL-2 que tenga una capacidad
reducida por unirse a la cadena a del IL-2R, resulta efectiva para inducir
inmunidad en un sistema inicialmente tolerante, por ejemplo en escenarios
tumorales. Recientemente, esta prediccion del modelo se evalud en experimentos
llevados a cabo por nuestro grupo en el CIM, donde se comprobé la eficacia in
vivo de esta muteina como terapia anti-tumoral.

COMUNICACION CORTA
Introduccion

La Interleucina-2 (IL-2) fue el primer factor de crecimiento de las células T en ser
identificado a nivel molecular (Gillis y cols. 1978) y clonado (Devos y cols. 1983;
Taniguchi y cols. 1983). En sus inicios, se identific6 como una molécula capaz de
promover la proliferacion y sobrevida de las células T in vitro (Smith 1988), asi
como de potenciar la inmunidad mediada por las células T en experimentos pre-
clinicos (Blattman y cols. 2003; Kudo-Saito y cols. 2007; Lin y cols. 2007).
Igualmente, se ha observado que tratamientos de inyeccion de IL-2 en la clinica
han resultados efectivos para potenciar una respuesta inmune originada por
vacunas (Dudley y Rosenberg 2003; Fishman y cols. 2008; Rosenberg 2001). No
obstante, la IL-2 ha mostrado tener una baja capacidad inmuno-estimulatoria en
otros escenarios. En particular, se ha observado que cuando se aplica como
terapia individual para tratar el cancer renal o de melanoma metastasicos, tiene
una eficacia reducida donde sélo responden entre el 5% y el 20% de los pacientes
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tratados (Atkins y cols. 2000; Chang y Rosenberg 2001; Fisher y cols. 2000;
Klapper y cols. 2008; Yang y cols. 2003).

Experimentos en pre-clinica han mostrado que, contrario a lo que se esperaba en
un inicio, la IL-2 puede resultar eficaz para reforzar estados de tolerancia
mediados por la expansion de las células T Reguladoras CD4+CD25+Foxp3+.
Este efecto tolerogénico de la terapia, se ha observado en experimentos pre-
clinicos al prevenir el desarrollo de enfermedades autoinmunes como
Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) (Montero y cols. 2007; Rouse y
cols. 2013) y la diabetes en animales no-obesos propensos a desarrollar la
enfermedad (animales NOD, de sus siglas en inglés) (Tang y cols. 2008).

En conjunto, estas evidencias muestran un comportamiento dual de las terapias
moduladoras de IL-2, en experimentos pre-clinicos y en la clinica. En este sentido,
los resultados experimentales muestran que el mismo tratamiento es capaz de
inducir una respuesta inmune o de reforzar un estado de tolerancia.

Por otra parte, se ha observado que la IL-2 tiene un papel importante en la
dinamica de diferentes poblaciones celulares, més alla de su funcion clasica de
promotora de la respuesta de células T. En ratones deficientes de IL-2 o0 su
receptor, se ha observado el desarrollo de enfermedades autoinmunes
relacionadas con una expansion descontrolada de las células T (Setoguchi y cols.
2005). Estos experimentos han mostrado que esta citocina es un factor de
crecimiento esencial in vivo para las células T Reguladoras CD4+CD25+Foxp3+
(Almeida y cols. 2002), encargadas de inhibir la respuesta inmune. La IL-2 es
secretada fundamentalmente por las células T Efectoras CD4+CD25- in vivo
(Almeida y cols. 2006), mientras que las células T Reguladoras no son capaces de
producir esta citocina (Papiernik y cols. 1997), por lo que este resultado sugiere
que las células T Reguladoras utilizan la IL-2 secretada por las células T
Efectoras. De esta manera, las células T Reguladoras compiten por esta citocina
con las células T Efectoras, restringiendo a estas Ultimas de este factor de
crecimiento. Adicionalmente, se conoce que las células T Reguladoras expresan el
receptor de alta afinidad de la IL-2 constitutivamente, lo cual les aporta ventaja en
la competencia por esta citocina (Kuniyasu y cols. 2000). Por otra parte,
experimentos in vitro han mostrado que las células T Reguladoras inhiben la
secrecion de la IL-2 en las células T Efectoras, limitando de esta manera su propia
fuente de factor de crecimiento (Takahashi y cols. 1998; Thornton y Shevach
1998).

Estas observaciones experimentales muestran la complejidad existente en la
dindmica de las células T CD4+ y su interaccién con la IL-2. Por un lado, la IL-2 es
capaz de promover la proliferacion de las células T Efectoras, potenciando una
respuesta inmune y una produccion descontrolada de esta citocina; pero, por otra
parte, promueve la proliferacion de las células T Reguladoras, lo cual provoca una
inhibicion de la respuesta inmune y de la produccion de IL-2. Este papel dual de la
IL-2 en la dinamica de las células T CD4+ pudiera estar relacionada con la
compleja respuesta observada ante tratamientos que modulan esta citocina.

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 3



Resultados

Desarrollo de un modelo matematico nuevo, para describir la dinamica de
interaccion de la IL-2 con las células T:

En este trabajo se desarroll6 un modelo matemético nuevo, que describe la
dinamica de interaccion de la IL-2 con las células T, basado en las evidencias
experimentales de la literatura. Esta resultd ser una herramienta Gtil para abordar
el estudio de este tipo de sistemas mediados por interacciones no-lineales. La
utilizacion del modelo permitié dar una explicacion al efecto de los tratamientos
moduladores de la IL-2, en dependencia de la dosis y el contexto en que estos se
aplican. Ademas, permitio realizar predicciones cualitativas y cuantitativas acerca
de las condiciones Optimas para la aplicacion de estos tratamientos, con el
objetivo de guiar la experimentacion futura reduciendo el espacio de posibilidades
a probar. (Garcia-Martinez, K. y Ledn, K. (2010). Modeling the role of il-2 in the
interplay between cd4+ helper and regulatory t cells: Assessing general dynamical
properties. Journal of Theoretical Biology, 262(4), 720-732.; Ledn, K. y Garcia-
Martinez, K. (2011). Book “"Mathematical models and immune cell biology".
Chapter 15: "Modeling the role of il-2 in the interplay between cd4+ helper and
regulatory t cells.” Editorial Springer Berlag; Garcia-Martinez, K. y Leon, K. (2012).
Modeling the role of il-2 in the interplay between cd4+ helper and regulatory t cells:
studying the impact of il2 modulation therapies. International Immunology, 24(7),
427-446.)

Resultados obtenidos en el modelo, simulando tratamientos de inyeccién de
IL-2, son compatibles con observaciones clinicas y pre-clinicas:

Los resultados del modelo predicen que la terapia de inyeccion de IL-2 siempre va
a reforzar el estado de equilibrio preexistente en el sistema. En este caso, se tiene
que la terapia refuerza un estado tolerante preexistente, al expandir
preferencialmente las células Reguladoras en el sistema mientras dure el
tratamiento; o refuerza una respuesta autoinmune inicial, expandiendo las células
Efectoras y de Memoria.

Este resultado del modelo es compatible con observaciones experimentales, y
provee una guia para la futura aplicacion practica de este tipo de tratamiento.
(Ledn, K. y Garcia-Martinez, K. (2011). Book "Mathematical models and immune
cell biology". Chapter 15: "Modeling the role of il-2 in the interplay between cd4+
helper and regulatory t cells.” Editorial Springer Berlag; Garcia-Martinez, K. y
Ledn, K. (2012). Modeling the role of il-2 in the interplay between cd4+ helper and
regulatory t cells: studying the impact of il2 modulation therapies. International
Immunology, 24(7), 427-446.)
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Resultados obtenidos en el modelo, simulando tratamientos de disminucidn
de la sefal por IL-2, predicen su eficacia para tratar deséordenes
autoinmunes:

En el modelo, las simulaciones de tratamientos de disminucion de la sefial por IL-2
usando AcMs anti-IL2, predicen que este tipo de terapia es capaz de inducir la
transicion de un estado de equilibrio a otro en el sistema. En este sentido se
obtiene que, esta terapia es capaz de romper un estado tolerante preexistente,
induciendo una respuesta autoinmune; o revertir un estado autoinmune inicial,
induciendo tolerancia. Estos resultados le confieren un papel dual a este tipo de
tratamiento.

La capacidad de tratamientos que bloquean la actividad de la IL-2 de promover
autoinmunidad en las simulaciones del modelo, es compatible con observaciones
experimentales. En este caso el modelo predice una mayor eficacia, en cuanto a
dosis minimas necesarias, de AcMs gue bloqueen la interaccion de la IL-2 con la
cadena a del IL-2R (AcM cara a).

Las simulaciones del modelo predicen ademas la capacidad de tratamientos
bloqueadores de la sefial de IL-2 de reestablecer tolerancia en el contexto de
autoinmunidad, usando AcMs anti-IL2 que impiden la union de la IL-2 al IL-2Ra, IL-
2RB (AcM cara B) o totalmente la union al receptor (AcM bloqueador total). Esta
capacidad de los AcMs anti-IL2 de revertir un estado autoinmune no ha sido
probada experimentalmente; por lo que se propone su comprobacién en
experimentos futuros. Para esto, de las simulaciones se predicen el esquema de
tratamiento y el tipo de AcM (en cuanto a la afinidad y la interfase de union que
bloquea en la IL-2) Optimos para la implementacion de esta terapia. (Ledn, K. y
Garcia-Martinez, K. (2011). Book "Mathematical models and immune cell biology.
Chapter 15: "Modeling the role of il-2 in the interplay between cd4+ helper and
regulatory t cells.” Editorial Springer Berlag; Garcia-Martinez, K. y Leon, K. (2012).
Modeling the role of il-2 in the interplay between cd4+helper and regulatory t cells:
studying the impact of il2 modulation therapies. International Immunology, 24(7),
427-446.)

Resultados obtenidos en el modelo, simulando tratamientos con
inmunocomplejos, son compatibles con observaciones pre-clinicas
recientes:

Los resultados obtenidos predicen diferentes propiedades de los inmucomplejos,
dependiendo del tipo de AcM usado. Los complejos basados en AcMs cara a son
eficientes en romper la tolerancia pre-existente, promoviendo autoinmunidad al
expandir las células Efectoras y de Memoria; mientras, los basados en AcMs cara
B o bloqueadores totales, refuerzan tolerancia expandiendo a las células
Reguladoras. El tratamiento con estos inmunocomplejos se predice ademas que
tiene una mayor eficacia que la aplicacion de las terapias individuales.
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La capacidad de los inmunocomplejos basados en AcMs cara a de promover
inmunidad, es compatible con resultados experimentales expuestos en la
literatura. Para la aplicacion Optima de este tratamiento, de las simulaciones del
modelo se predice que se deben utilizar AcMs con la mayor afinidad posible. Esta
relacion con la afinidad no ha sido explorada experimentalmente, por lo que
resultaria interesante su comprobacion en la practica para optimizar el efecto de
esta terapia.

Por otra parte, la capacidad de los inmunocomplejos basados en AcMs cara 3 o
bloqueadores totales, de reforzar estados tolerantes establecidos ha sido
igualmente descrita en la literatura. Adicionalmente, de los resultados del modelo
se recomienda que para obtener un efecto Optimo, se deben usar AcMs con
afinidad entre 10° M™* y 10** M. La comprobacién experimental de esta prediccién
podria resultar Gtil para aumentar la eficacia de este tipo de tratamiento. Otra
prediccidn importante del modelo es que tratamientos con estos inmunocomplejos
son Utiles para reforzar un estado tolerante pre-existente, previniendo la induccion
de autoinmunidad; no asi para tratar un desorden autoinmune pre-establecido.
(Garcia-Martinez, K. y Leon, K. (2012). Modeling the role of il-2 in the interplay
between cd4+ helper and regulatory t cells: studying the impact of il2 modulation
therapies. International Immunology, 24(7), 427-446.)

El modelo predice el uso de una muteina no-a, como un tratamiento eficaz
parainducir respuesta inmune:

Las simulaciones de un tratamiento novedoso, utilizando una muteina de IL-2 que
tenga una capacidad reducida por pegarse a la cadena a del IL-2R, predicen una
mayor capacidad de estas moléculas para inducir inmunidad en comparacion con
los tratamientos de inyeccién de IL-2. Utilizando el modelo se predice que este tipo
de terapia pudiera resultar en una estrategia eficaz para inducir una respuesta
inmune en estados inicialmente tolerantes, por ejemplo en escenarios tumorales.
Este tipo de tratamiento se predice 6ptimo si la muteina tiene disminuida en mas
de dos ordenes su afinidad por el IL-2Ra. Adicionalmente, mientras mayor sea el
tiempo de vida media de la muteina en sangre, menor sera la dosis minima
necesaria a aplicar para que el tratamiento sea eficaz. (Leén, K., Garcia-Martinez,
K.y Carmenate, T. Manuscrito aceptado para publicacion en la revista Frontiers in
T Cell Biology.)

Conclusiones

1. Los modelos matematicos desarrollados, que incluyen las interacciones basicas
conocidas entre las diferentes poblaciones de células T y la IL-2, mantienen las
principales propiedades dinamicas del modelo original de Regulacién Cruzada y
permiten explicar observaciones experimentales, clinicas y pre-clinicas, del efecto
aparentemente contradictorio de tratamientos moduladores de IL-2.

2. El modelo predice, como la mejor estrategia para tratar un desorden
autoinmune restableciendo tolerancia, el uso de AcMs que bloguean de manera
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individual o simultineamente la interaccion de la IL-2 con las cadenas a y B del
receptor.

3. El modelo predice, como la mejor estrategia para reforzar la tolerancia
preexistente, el uso de inmunocomplejos formados por AcMs con afinidad entre
10°M* y 10™*M™ y que bloquean la interaccién de la IL-2 sélo con la cadena B o
con las cadenas a y B simultdneamente.

4. El modelo predice, como la mejor estrategia para inducir inmunidad, el uso de
inmunocomplejos formados por AcMs con la mayor afinidad posible y que
bloguean la interaccion de la IL-2 so6lo con la cadena a del receptor.

5. El modelo predice, como una estrategia novedosa para inducir inmunidad, el
uso de muteinas de la IL-2 que no reconozcan la cadena a del receptor. Estas
muteinas pueden tener una eficacia comparable con los inmunocomplejos si se les
incrementa el tiempo de vida media en sangre.

Consideraciones finales

La novedad cientifica de los resultados que aqui se presentan radica en que se
desarrolla y calibra un modelo matematico nuevo que permite entender el efecto
de las interacciones no-lineales, mediadas por la IL 2, en la dinamica de las
células T. Utilizando este modelo, se propone el desarrollo de una muteina de la
IL-2 que tenga afectada la unién a la cadena a del IL-2R, como un tratamiento
novedoso que se predice mas eficaz que la IL-2 para expandir una respuesta
inmune.

El aporte al conocimiento que brinda este trabajo consiste en que se da una
explicacion racional a los resultados contradictorios obtenidos en la aplicacion de
terapias moduladoras de la IL-2 en pre-clinica y clinica, utilizando un modelo
matematico nuevo para la dinamica de interaccion de la IL-2 con las células T.
Igualmente, el andlisis de los resultados obtenidos en el modelo permite dar una
explicacion cualitativa del funcionamiento de diferentes terapias, en dependencia
de la dosis y del contexto en que se apliquen; asi como de la interfase de unién al
IL-2R que bloguea el AcM utilizado, en el caso de la utilizacion de AcMs anti-1L2.

Los aportes practicos de este trabajo radican primero en la prediccion del uso de
AcMs anti-IL2 como una terapia que debe resultar eficaz para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes. En particular, se predice la aplicacion optima de esta
terapia al usar AcMs de baja afinidad que bloquean la interaccién de la IL-2 sélo
con la cadena a del receptor o AcMs de afinidad intermedia-alta que sd6lo bloquean
la interfase con la cadena . Adicionalmente, se predice el uso de una muteina de
IL-2, que tenga disminuida la union al IL-2Ra, como un tratamiento novedoso y
eficaz para inducir una respuesta inmune mediada por las células T. Esta
prediccion del modelo ha dado lugar al desarrollo de una nueva linea experimental
en el CIM, donde se ha validado el uso eficaz de esta muteina de IL-2 como
terapia anti-tumoral.

El aporte metodoldgico de este trabajo radica en que el mismo esta insertado en
un proyecto de trabajo multidisciplinario donde se combina teoria vy
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experimentacion. Debe resaltarse que es la primera vez en el CIM que un trabajo
de modelacion matematica ha llevado a la construccion y evaluacion experimental
de nuevas moléculas. Varios de los resultados del modelo ya han sido evaluados
experimentalmente, y en experimentos futuros se continuaran evaluando otras
predicciones del modelo encaminadas a mejorar la eficacia de las moléculas
desarrolladas.
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