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Biological therapy based on the use of last
generation monoclonal antibodies

The fusion of a murine B cell and a myeloma cell generates a hybridoma that
produces monoclonal antibody (mAb). These murine mAb induce the HAMA (human anti-mouse
antibodies) response. Murine mAb have been modified by genetic engineering, producing molecules
with a higher proportion of human protein. At present, chimeric, humanized and fully human mAb
are available. mAb block interactions between target molecules and their ligands or trigger the lyses
of mAb-coated tumor cells. Numerous mAb have been developed using the recombinant DNA tech-
nology and several are available in the market. Trastuzumab, against HER2/neu, is useful in breast
cancer; rituximab, against CD20 in B lymphocytes is useful in lymphoma; alemtuzumab, against
CD52 is used in lymphoma and leukemia; daclizumab and basiliximab block the IL-2 receptor in-
teraction and reduce acute rejection in kidney transplantion; abciximab, an antagonist of GPIlb/
Illa platelet receptor, is used in patients undergoing acute coronary syndromes. In autoimmunity
diseases, blocking tumor necrosis factor by infliximab and adalimumab has demonstrated excellent
results. Thus, infliximab is useful in the treatment of rheumatoid arthritis (RA), Crohn’s disease and
ulcerative colitis while adalimumab is the first fully human mAb available for RA. Infliximab and
adalimumab reduce signs and symptoms in RA and they also interfere with progression of joint
damage. Finally, the direct benefits of antagonist treatment can occur at the expense of a major
adverse effect in some other biological function (Rev Méd Chile 2003; 131: 1445-53).
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esde comienzos del siglo pasado, con los
trabajos de Emil von Behring, la inmunologia
ha intentado contribuir a controlar procesos agu-
dos derivados de infecciones bacterianas, como
fue el caso de sueros inmunes conteniendo
anticuerpos policlonales contra la toxina tetanica y
diftérica. Posteriormente, y hasta nuestros dias, la
utilizacion de sueros hiperinmunes humanos ha
demostrado contribuir a prevenir o disminuir la
sintomatologia de infecciones virales variadas.
Durante la década 1980-89 los anticuerpos mo-
noclonales (mAb) murinos crearon la expectativa de
revolucionar el tratamiento de muchas enfermeda-
des, debido a su gran especificidad y homogenei-
dad. Sin embargo, las primeras aplicaciones
terapéuticas mostraron como limitacion el desarrollo
de respuesta inmune contra secuencias de las
regiones constantes de los mAb murinos por los
pacientes tratados. Esta respuesta, conocida como
HAMA (human anti-mouse antibodies) tiene efectos
patogénicos expresados en inflamacion articular,
eritema cutaneo y falla renal, entre otros. Se caracte-
riza ademas, por aumentar con la administracion de
dosis repetidas, trayendo como consecuencia una
reduccion de la actividad benéfica del mAb, proba-
blemente derivada de la disminucién de su vida
media. Asi, los mAb murinos so6lo hallaron aplica-
cién en los campos del diagndstico clinico, analisis
biolégico en actividades productivas e investigacion.

Los ANTICUERPOS MONOCLONALES MURINOS
Y LOS DE ULTIMA GENERACION

Un mAb, por definicién, corresponde al producto
de un clon de linfocito B con una especificidad
definida y también Unica. A César Milstein y George
Koéhler, galardonados con el Premio Nobel de
Medicina y Fisiologia en 1984, se les atribuye el
mérito de haber desarrollado la tecnologia de
fusionar un linfocito B con una célula de mieloma,
generando un hibridoma, el que conserva tanto la
propiedad del linfocito B de producir mAb como la
capacidad de la célula de mieloma de replicarse en
cultivo, pudiendo mantenerse en forma indefinidal.

Con el fin de superar la limitacién de la
respuesta HAMA de los mAb murinos, mediante la
tecnologia de ADN recombinante se modelé mAb
gue tuvieran mayor proporcion de proteina huma-
na en su estructura. Esto ha permitido el desarrollo

de anticuerpos quiméricos (chAb), anticuerpos
humanizados (hzAb), y mas recientemente, anti-
cuerpos monoclonales completamente humanos o
fully human (fhAb). En los chAb, los dominios
variables antigeno-especifico, tanto de las cadenas
livianas como de las cadenas pesadas de la molécu-
la de inmunoglobulina, son de origen murino,
mientras los dominios constantes son de origen
humano. Los hzAb s6lo poseen las regiones CDR
(complementarity determining region) de origen
murino, conservando el resto de la molécula las
secuencias humanas. Los fhAb son el resultado de
la expresién de genes representativos del reperto-
rio de anticuerpos humanos, en fagos filamentosos,
los cuales son seleccionados mediante la combina-
cion in vitro con la molécula antigénica blanco.

MECANISMOS DE ACCION
DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

< Blogueo de una respuesta, previniendo el
acceso de mediadores solubles (citoquinas),
por unién al mediador o a su receptor.

 Marcacion de células tumorales por unién a
antigenos especificos, permitiendo la opsoni-
zacion y posterior destruccion de la célula, por
lisis mediada por el mAb y dependiente del
sistema del complemento.

= Desencadenamiento de sefiales intracelulares,
inductoras de apoptosis a través de anticuer-
pos antiidiotipo.

= Transporte de sustancias radiactivas o citostaticas.

= Potenciacién de la respuesta inmune de célu-
las T, dirigida contra antigenos tumorales
desconocidos. Entre estos se encuentran los
anti-CDA40, anti-CD137, anti-CTLA-4, anti-BAT2.

Usos CLINICOS DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES DE ULTIMA GENERACION

Dado que los nuevos mAb practicamente no
poseen las limitaciones de los mAb murinos,
durante los Gltimos afios, grupos de investigacion
y empresas biotecnolégicas los estan desarrollan-
do. Diversos estudios han hallado usos clinicos
precisos y efectivos en una variedad de disciplinas
de la medicina, mientras otros tantos avanzan en
su etapa de investigacion (Tabla 1).
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales de Gltima generacion comercialmente disponibles

virales, fatiga, artralgia,
sinusitis, cefalea, prurito

Producto Tipo Blanco Indicacion Efectos adversos Aprobacion*
Abciximab  Quimérico Receptor Antitrombaético en Hemorragias, vision 1994
(ReoPro®) plaquetario pacientes sometidos a borrosa, confusion,
GP llb/Illa reperfusion coronaria lipotimia, fatiga, debilidad
Rituximab Quimérico Molécula CD20 en Linfoma de linfocitos B Veértigo, calofrio, cefalea, 1997
(Rituxan®) linfocitos B y no Hodgkin prurito, nauseas, eritema
cutaneo, fatiga, vomitos
Daclizumab Humanizado Cadena a del Rechazo agudo de Dolor precordial y dorsal, 1997
(Zenapax®) receptor de IL-2 en  trasplante renal. tos, vértigo, fiebre,
linfocitos T Beneficios en nauseas, sudoracion,
activados trasplante cardiaco debilidad, vémitos
Basiliximab  Quimérico Cadena o del Rechazo agudo de Dolor abdominal, tos, 1998
(Simulect®) receptor de IL-2 en  trasplante renal. vértigo, fiebre, debilidad,
linfocitos T Beneficios en agitacion, temblor de
activados trasplante cardiaco manos y pies
Palivizumab Humanizado Proteina F del virus  Infeccion por RSV en Disnea, tinnitus, eritema 1998
(Synagis®) respiratorio sincicial  nifios cutaneo
(RSV)
Trastuzumab Humanizado  Receptor del factor ~ Céancer de mama Vértigo, fiebre, calofrio, 1998
(Herceptin®) crecimiento avanzado cefalea, nauseas,
HER2/neu vomitos, debilidad
Infliximab ~ Quimérico Factor de necrosis Artritis reumatoide, Infecciones virales, 1998
(Remicade®) tumoral enfermedad de Crohn, anemia, leucopenia,
colitis ulcerosa agitacion, cefalea,
nauseas, diarrea
Gentuzumab Humanizado  Molécula CD33 en Leucemia mieloide Trombocitopenia, fiebre, 2000
(Mylotarg®) progenitores aguda refractaria y calofrio, taquicardia,
mieloides recidivante nauseas, vomitos
Alemtuzumab Humanizado  Molécula CD52 en Linfoma y leucemia Calofrio, diarrea, tos, 2001
(Campath-1H®) linfocitos y crénica de células B vértigo, fiebre, cefalea,
monocitos prurito, nauseas, vomitos
Adalimumab Completamente Factor de necrosis Artritis reumatoide Reaccion sitio de 2002
(Humira®  humano tumoral inoculacion, infecciones
respiratorias, cefalea,
anemia, alteraciones
pruebas hepaticas
Omalizumab Humanizado IgE Asma persistente Reaccion sitio de 2003
(Xolair®) moderada a severa inoculacién, infecciones

*Otorgada por Food and Drug Administration USA (FDA)
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Oncologia: En la terapia contra el cancer se han
encontrado varios marcadores como blancos para
su tratamiento. Dentro de éstos, destacan el recep-
tor de tirosina-quinasa tipo 1 y los receptores de
factores de crecimiento, tales como HER2/neu, el
cual se encuentra sobreexpresado en cancer gastri-
co, ovarico y pulmonar, y en 30% de cancer de
mama invasivo3. En 1998 fue aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration, en Estados Unidos
de Norteamérica), la indicacion de un hzAb dirigi-
do contra HER2/neu, llamado trastuzumab (Her-
ceptin®), para el tratamiento del cancer de mama.
Sus excelentes resultados han sido incrementados
cuando se le asocia a quimioterapia convencional®.

En 1997 se aprobé el uso del chAb rituximab
(Rituxan®), dirigido contra el antigeno CD20 de los
linfocitos B, en linfoma. Este chAb aumenta la
proporcién de mejoria de pacientes con linfoma de
células B y no Hodgkin. Se suman al anterior,
ibritumomab y tositumomab, ambos dirigidos contra
CD20 y conjugados a un radionucleido. Cuando
ibritumomab se conjuga a Ytrio-90 se denomina
ibritumomab-tiuxetan (Zevalin®)® mientras tositumo-
mab unido a lodo-31 recibe el nombre de Bexxar®®,

Por otra parte, los resultados promisorios
obtenidos en varios ensayos clinicos en que se
usé alemtuzumab (Campath-1H®), un hzAb con-
tra CD52, molécula que se expresa en linfocitos y
monocitos, permitieron que en 2001 fuera aproba-
da su utilizacién en linfoma y en leucemia cronica
de células B’. El afio 2000 se aprobé el uso de
gemtuzumab (Mylotarg®), un hzAb dirigido contra
CD33 unido a una droga citosttica, para el
tratamiento de la leucemia mieloide aguda refrac-
taria y recidivante8,

Con el fin de inhibir la angiogénesis mediada
por el VEGF (vascular endothelial growth factor);
se ha desarrollado un hzAb, rhuMAbVEG, que en
modelos animales tiene efecto sinérgico con la
quimioterapia®. Otro hzAb, llamado vitaxin y dirigi-
do contra la integrina af3, también ha demostrado
interferir con la angiogénesis, mediante la induc-
cién de apoptosis de células endoteliales?O.

Se ha demostrado que los ganglidsidos GM2,
GD2 y GD3 se expresan en células tumorales de
origen neuroectodérmico. Los hzAb KM8969 y
chAb KM966, dirigidos contra GM2, potencian la
lisis de células cancerosas pulmonares, mientras
que chAb KM871, contra GD3, se une principal-
mente a melanomall.

Trasplantologia: En el area de los trasplantes, el
bloqueo de la cadena a del receptor de interleu-
quina (IL)-2 con daclizumab (Zenapax®), un
hzAb, y basiliximab (Simulect®), un chAb, redu-
cen el riesgo de rechazo de trasplante renal y
retardan su aparicidn sin aumentar el riesgo de
infeccion o neoplasial?13. Ademas, en trasplante
cardiaco, daclizumab disminuye tanto la necesi-
dad de prednisona como la formacién de anti-
cuerpos anti-HLA (human leucocyte antigen)4.
En 1997 y 1998, respectivamente, fue aprobada la
utilizacion de daclizumab y basiliximab contra el
rechazo agudo de trasplante renal.

Infectologia: El uso de mAb, en algunas areas de
la infectologia, también ha demostrado ser eficaz.
Asi, en el caso del virus sincicial respiratorio
(RSV), el hzAb palivizumab (Synagis®), dirigido
contra la proteina F del RSV y aprobado en 1998,
ha mostrado buenos resultados en la prevencion
de infecciones respiratorias severas por RSV, dis-
minuyendo las hospitalizaciones, la duracion de
éstas, y la necesidad de oxigeno suplementario,
sin evidenciar reacciones adversas a esta terapial®.

Con el fin de disminuir la reaccién al lipopoli-
sacarido (LPS) de bacterias Gram (-), se han
ensayado anticuerpos contra LPS, que al bloquear
la interaccion con su receptor CD14, se inhiba la
liberacion de citoquinas proinflamatorias. Asi, el
hzAb 1C14, dirigido contra CD14, ha mostrado
atenuar la fiebre inducida por LPS, la activacion de
leucocitos y la degranulacién de granulocitos,
propiedades que podrian tener grandes beneficios
en sepsis severalb,

Alergologia: IgE es un blanco fundamental para
inhibir estas respuestas. Omalizumab y rhumAb-
E25, forman un complejo con IgE, disminuyendo
la cantidad disponible para unirse con receptores
Fc (FceR), de mastocitos y baséfilos principalmen-
te. En un ensayo clinico fase Il omalizumab, al
igual que rhumAb-E25, mostraron reducir los
sintomas y las exacerbaciones, mejorando la cali-
dad de vida de pacientes asmaticos. En rinitis
alérgica omalizumab demostrd disminuir los even-
tos postexposicion al polenl’. Recientemente, se
ha aprobado la utilizacion de omalizumab (Xo-
lair®) para el tratamiento de episodios de asma
persistente moderado a severo, constituyendo el
primer hzAb para este propésito.
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Cardiologia: Luego de la reperfusién, los neutréfi-
los activados pueden aumentar el dafio al miocar-
dio tras su migracion a través del endotelio.
Durante el proceso transmigratorio se produce la
interaccion de LFA-1 (formada por la unién no
covalente de CD1la y CD18 —cadenas a y B de
LFA-1, respectivamente-), presente en la membra-
na de los neutréfilos, con las moléculas de
adhesion intercelular ICAM-1 (CD54) expresadas
en la superficie de las células endoteliales.

Estudios preclinicos con Hu23F2G (LeukA-
rrest®), un hzAb dirigido contra CD11/CD18,
muestran que se puede limitar la magnitud del
infarto y preservar la funcién ventricular, minimi-
zando el dafio por reperfusion?®.

Por su parte, abciximab (ReoPro®), un chAb
antagonista del receptor plaquetario GPIIb/Illa,
aprobado en 1994, como antitrombético, para la
prevencion de reestenosis en intervenciones corona-
rias percutaneas con stent para el tratamiento de
angina inestable, disminuyendo el riesgo de muerte
por infarto, comparado con el s6lo uso de aspirinal®.

TERAPIA ANTAGONISTA DEL FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL (TNF) BASADA EN ANTICUERPOS
MONOCLONALES DE ULTIMA GENERACION

El TNF es una citoquina, que ademas de ser
central en la inmunidad innata y adquirida, partici-
pa como mediador de procesos inflamatorios y
autoinmunes. Un nimero importante de estudios
han demostrado que la administracion de anti-
cuerpos anti-TNF pueden inducir una mejoria
significativa en pacientes con enfermedades me-
diadas inmunolégicamente. En 1998 se aprobo el
uso de infliximab (Remicade®), un chAb dirigido
contra TNF, en el tratamiento de la artritis reuma-
toide (AR) y enfermedad de Crohn, mostrando
eficacia también en otras afecciones.

Enfermedad inflamatoria intestinal: El tratamiento de
los pacientes que presentan enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa intenta controlar el proceso inflamato-
rio mediante el uso de terapias inmunomoduladoras
con 5-ASA, corticoides, azatioprina, metotrexato y 6-
mercaptopurina. Frecuentemente los pacientes se
hacen refractarios a estos tratamientos, llegando a ser
un gran desafio para el manejo clinico, dado que la
cirugia se reserva para los casos en que existen

complicaciones. Los mecanismos patolégicos que
llevan a la destruccion del epitelio del tubo
digestivo, apuntan a la participacion de una
respuesta Thl (T helper-1) en la enfermedad de
Crohn y una Th2 en la colitis ulcerosa. A través de
diversos estudios, infliximab ha demostrado ser
efectivo en el tratamiento de ambas enfermedades?.
En la enfermedad de Crohn es capaz de mantener la
remision de los sintomas, ademas de disminuir la
incidencia de fistulas. En tanto que, en colitis ulcerosa,
induce la remision del proceso inflamatorio??.

Enfermedades reumatolégicas: El rol patologico del
TNF, asi como la presencia de elevados niveles en el
suero ha sido establecido en pacientes con sacroilei-
tis, AR, artritis psoriatica y espondilitis anquilosante,
entre otras. Infliximab, ha conseguido la remision de
los sintomas clinicos en casos que han sido refracta-
rios a los tratamientos habituales. EI mayor uso en
este campo, se le ha dado en el tratamiento de la AR,
donde ha demostrado gran eficacia con un bajo
perfil inmunogénico. Este ha logrado la remision de
los sintomas en practicamente todos los pacientes
gue han recibido tratamiento, ademas de retardar la
progresion del dafio articular?223, Nuestra experien-
Cia, a través de un estudio en 20 pacientes con 4
dosis y seguidos por 22 semanas, indicé que el
tratamiento con infliximab induce una mejoria clini-
ca significativa, mas de 70% de los pacientes alcanz6
ACR50 (Criterio de mejoria de 50% del American
College of Rheumatology) (sometida a publicacion).

Para el tratamiento de AR, se ha aprobado la
utilizacién de adalimumab (Humira®), un fhAb
dirigido contra TNF. Los ensayos clinicos en que
adalimumab ha sido empleado, demuestran una
clara disminucién de signos y sintomas en la
mayoria de los pacientes con AR activa, ademas
de detener la progresion del dafio articular??.
Nuestros laboratorios, actualmente conducen un
ensayo clinico que incluye por lo menos 100
pacientes con AR activa, tratados con adalimumab
por un periodo de 8 meses.

Recientemente, rituximab esta siendo utilizado
en el tratamiento de pacientes con AR no respon-
dedores a terapia convencional. Edwards y Cam-
bridge publicaron el primer informe sobre la
utilidad de la deplecién de células B en pacientes
con AR refractaria, en un estudio de 5 pacientes,
todos los cuales alcanzaron ACR70%5. Posterior-
mente, Leandro et al, demostraron que el uso de
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dosis mayores de 600 mg/m? de rituximab, asocia-
do a ciclofosfamida induce una respuesta signifi-
cativa en los pacientes ARZ%. Simultaneamente,
Edwards et al, informaron que 32% de 122
pacientes tratados con rituximab, alcanzaron
ACR50 comparado con 10% en el grupo control?’.

Otro farmaco, que no siendo mAb, ha demos-
trado eficacia en pacientes con AR es etanercept,
una proteina de fusién de tipo recombinante del
receptor soluble p75 de TNF humano, que se une
e inactiva al TNF. Etanercept es eficaz y capaz de
inducir una remisién clinica y detener la progre-
sion del dafio radiolégico en pacientes con ARZ8,

Infliximab ha sido utilizado en otras patologias,
como la sarcoidosis sistémica complicada, lograndose
la remision de sintomas pulmonares y miopatia
proximal?®. En enfermedad de Still, enfermedad
inflamatoria caracterizada por fiebre héctica, poliartri-
tis, eritema cutaneo, odinofagia y adenopatias multi-
ples, ha mostrado ser eficaz al remitir el proceso®.

En el sindrome de Behget, en el cual existe
una produccion exagerada de TNF y en cuyo
tratamiento los enfoques farmacoldgicos conven-
cionales han mostrado no ser exitosos, la adminis-
tracion de infliximab, ha logrado la remisién de la
enfermedad con buenos resultados, en periodos
que fluctGian entre 10 semanas y 6 meses3L.

En lupus eritematoso sistémico (LES) experi-
mental, inducido por mAb dirigidos contra ADN
humano en ratones C3H.SW, el tratamiento con
infliximab y Pentoxifilina, logré reestablecer los
niveles de IL-1 y de TNF a aquellos obtenidos
antes de la induccion del LES32,

Enfermedades dermatolégicas: En muchos casos,
los tratamientos actuales para el manejo de la
psoriasis estan asociados a efectos adversos y
téxicos. Estudios preliminares con infliximab, han
mostrado efectividad del tratamiento a la cuarta
semana del inicio, lograndose 91% de respuesta
comparado contra placebo33.

Otros estudios muestran que infliximab media
la remisién de pioderma gangrenoso y psoriasis,
en pacientes con enfermedad de Crohn, detectan-
dose el cierre de fistulas intestinales y la desapari-
cion de placas34.

Enfermedades infecciosas: EI TNF es considerado
el mediador clave en el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica y falla organica multiple.

Los escasos ensayos clinicos en pacientes con
sepsis, han mostrado que los beneficios de la
terapia anti-TNF son leves y poco significativos en
cuanto a reducir la mortalidad. Sin embargo, el
uso de mAb, combinado con tratamientos de
soporte, ha demostrado mayor eficacia que el de
receptores solubles de TNF. Sélo un estudio, en
2.634 pacientes, ha demostrado una disminucion
significativa de la mortalidad3®.

Las enfermedades virales, como influenza y
RSV, estimulan la sobreproduccion de TNF. En
modelos experimentales, de animales infectados
con estos agentes, se ha establecido que la
inhibicién de TNF disminuye la severidad, me-
diante reduccion del reclutamiento de células
proinflamatorias y citoquinas3®.

Enfermedades neuroldgicas: Los avances dirigidos
a intervenir la progresion de lumbaociética, sugieren
que el TNF juega un papel clave en el desarrollo de
trombosis dentro del nucleo pulposo, con presen-
cia de edema intraneural y reduccién de la veloci-
dad de conduccién nerviosa. Estudios en cerdos,
en que se introdujo un trozo autélogo de nucleo
pulposo en la cauda equina sacrococcigea, en
presencia de aplicaciones de infliximab, previno la
reduccion de la velocidad de conduccién, el edema
intraneural y episodios de trombosis. Esto constitu-
ye una aplicacion inicial de la terapia anti-TNF en
este tipo de patologia®’.

CONSIDERACIONES FINALES

La utilizacion de los mAb en AR, enfermedad
inflamatoria intestinal, sindrome coronario agudo e
infeccién por RSV constituyen terapias de primera
linea. En oncologia, rituximab es tratamiento de
eleccién del linfoma no Hodgkin de bajo grado/
folicular, tanto en monoterapia como en combinacién
con quimioterapia. En cambio trastuzumab, gentuzu-
mab y alemtuzumab, poseen indicaciones precisas,
no constituyendo el tratamiento de primera linea.
Una situacion equivalente ocurre con los restantes
mAb descritos y usados para otras patologias.

El tratamiento antagonista de cualquiera de las
moléculas que forman parte de la biologia normal
del organismo, se acompafiard probablemente de
exacerbacion de efectos fisiologicos, que habitual-
mente son regulados por dicha molécula. Un
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ejemplo ilustrativo son las citoquinas, especial-
mente las que poseen efectos pleiotropicos, en
que la inhibicién de una actividad definida, muy
probablemente bloqueara otra accion, que desea-
mos permanezca inalterada. La Tabla 1 muestra
los principales efectos adversos luego del trata-
miento con mAb disponibles.

A pesar del éxito de la terapia anti-TNF en varias
de las enfermedades abordadas, ésta se encuentra
en proceso de revision, dado que se le atribuiria una
participacién como factor de riesgo en el desarrollo
de neoplasias linfoides, especialmente en aquellos
ensayos clinicos en que la terapia se ha orientado a
controlar enfermedad inflamatoria intestinal. Sin
embargo, los datos preclinicos observados con el
uso de infliximab, no proporcionan evidencia sufi-
ciente para definir una relacion causa-efecto entre la
terapia antagonista de TNF y el desarrollo de cancer
linfoide y no-linfoide38.

No se puede desconocer el papel que juega el
TNF en la inmunidad contra organismos intracelu-
lares. En los ensayos clinicos con terapia anti-TNF,
aunque no propio, un porcentaje de pacientes,
luego de la administracién de varias dosis de
infliximab, desarrollan infecciones con microorga-
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