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Resumen: £n /os dltimos afios, el desarrollo de la nanotecnologia esta encontrando muchas aplicacio-
nes en diversos campos, como por ejemplo la industria textil, la automocion, la energia, la alimenta-
cién, el medio ambiente y también la medicina. Las nanoestructuras pueden ofrecer muchas ventajas
en el drea de la biomedicina: marcapasos mas pequefios y seguros, catéteres con recubrimientos
antibacterianos y nuevas estructuras para terapia regenerativa. Asimismo, han contribuido en el diag-
ndstico in vitro (lab-on a chip, técnicas de multideteccion o necesidad de menor cantidad de muestra)
y en el diagnéstico in vivo, y en tratamientos en los cuales la nanotecnologia puede ofrecer farmacos
de liberacion controlada, de terapia dirigida y con multifuncidn (transporte de farmaco, imagen, hi-
pertermia, magnético). Sin embargo, aunque las nanoestructuras en aplicaciones biomédicas pueden
mostrar claros beneficios, hay algunos aspectos muy importantes a considerar, como son su toxicidad
y su inmunogenicidad. Ademas, el tamafio nanométrico hace que puedan interaccionar mejor con
los sistemas bioldgicos, por lo que resulta necesario un completo estudio de su biocompatibilidad y
biodistribucién en el organismo. El potencial que tiene la gran variedad de nanoestructuras en el cam-
po biomédico es enorme, y ofrece una gran diversidad de propiedades bioldgicas y fisico-quimicas.
Sin embargo, puesto que pueden interaccionar y afectar a los sistemas bioldgicos, es necesaria una
compleja y extensa caracterizacion previa, y llevar a cabo estudios de biocompatibilidad e inmuno-
genicidad.

Palabras clave: Nanotecnologia — Inmunogenicidad — Biocompatibilidad — Nanomedicina — Nanoes-
tructuras — Funcionalizacién con anticuerpos.

Nanotecnologia

El prefijo “nano” deriva del griego y significa
“enano”. En ciencia se utiliza como unidad
de medida de longitud, para determinar una
milmillonésima parte de un metro, y por tanto
10° m es 1 nm, que es decenas de miles de
veces mas pequefio que el grosor de un cabe-
Ilo humano.

Los recientes avances de la comunidad
cientifica que permiten observar, controlar y
manipular a escala nanométrica, han abierto
un nuevo campo de investigacién: la nano-
tecnologia. Las posibles aplicaciones de esta
nueva ciencia basada en el desarrollo de ma-

teriales nanoestructurados y de nuevas herra-
mientas que actlan a este nivel, ha generado
un area con gran potencial y con un enorme
impacto social y econémico.

Para comprender las posibilidades que
ofrece esta nueva tecnologia es clave saber
que las nanoestructuras son mucho mas pe-
quefias que las células humanas (de unas 10
a 20 p de didmetro) y que muchos de sus or-
ganulos. Las nanoparticulas son similares, en
tamafio, a las grandes macromoléculas bio-
l6gicas tales como enzimas y receptores. Por
ejemplo, la hemoglobina tiene un didmetro de
5 nm, la bicapa lipidica que rodea a las célu-
las es del orden de 6 nm de espesor (McNeil,
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Figura 1. Fundamento de un biosensor para detectar células tumorales con nanoparticulas de oro y anticuer-
pos. Sobre la superficie de un electrodo (imagen izquierda) se depositan células tumorales que expresan un
determinado marcador de membrana (A) o células que no lo expresan (B). Posteriormente se realiza una detec-
cién electroquimica (De la Escosura et al., 2009). (Técnica patentada.)

2005), y un anticuerpo IgG tiene un tamafio
de 12 x 15 nm.

Nanomedicina

Uno de los sectores mas sensibles donde se
espera que la nanotecnologia tenga un gran
potencial es en el campo biomédico, tanto
en el diagnoéstico in vitro como in vivo, en el
desarrollo de nuevos materiales para protesis,
suturas, etc., e incluso en terapéutica. Esta
nueva ciencia, denominada nanomedicina,
ofrece oportunidades Unicas para el disefio de
nuevos instrumentos clinicos y para mejorar
los ya existentes, asi como para el desarro-
Ilo de nuevos biosensores, pero sobre todo
las nanoparticulas se han propuesto para ser
utilizadas con fines biomédicos debido a su
gran versatilidad como transportadores de
farmacos, como adyuvantes en vacunas, para
la destruccién de células tumorales mediante
hipertermia y como agentes de contraste.

En el campo de la deteccién, la nanotec-
nologia ofrece unas posibilidades inmensas,
bien con el uso de nanoparticulas solas o
combinadas con anticuerpos. Como ejemplo,
nuestro grupo, en colaboracién con el del Dr.
Arben Mercogi del Instituto Catalan de Na-
noelectrénica (De la Escosura-Mufiz et al.,
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2009), ha desarrollado un biosensor capaz de
detectar células tumorales sobre la superficie
de electrodos de carbono utilizando nanopar-
ticulas de oro conjugadas con anticuerpos
(Fig. 1).

Dentro del campo terapéutico, numerosos
grupos de investigacion estan desarrollando
nanoparticulas con multitud de aplicaciones
(Tabla 1), como la liberaciéon de farmacos de
forma controlada, que destruyan de forma es-
pecifica células tumorales, que atraviesen la
barrera hematoencefélica, que actien como
adyuvantes y permitan el disefio de nuevas va-
cunas, que posibiliten la utilizacion de hiper-
termia o terapia fotodindmica, y un largo etcé-
tera (Koping-Hoggard et al., 2005; Lee et al.,
2007; Valdivia Uriac et al., 2007). Su tamafio
nanométrico les permite atravesar muchas
estructuras e interactuar facilmente con las
biomoléculas en la superficie y en el interior
celular. Al poder interaccionar con estructuras
de una célula viva, como receptores, acidos
nucleicos, factores de transcripcién y otras
proteinas de sefializacion, podrian usarse para
comprender las complejas redes de sefializa-
cién y los procesos de transporte que regulan
el comportamiento celular y los cambios que
sufren durante los procesos de enfermedad.

Las nanoparticulas, en comparacién con
las terapias convencionales, pueden ofrecer
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TABLA |. Resumen de las principales caracteristicas y posibles aplicaciones de los diferentes tipos de nano-

particulas en biomedicina.

Nanoproteinas Caracteristicas

Posibles aplicaciones biomédicas

Nanoshells 10-300 nm, formadas por un nucleo de silice
y una capa de un compuesto metélico
De carbono
Nanotubos Compuestos alargados de carbono de
1 nm de didmetro, con una o varias
capas concéntricas
Fullerenos Compuestos constituidos por 60 atomos de
carbono formando un espacio cerrado y
simétrico con forma de balén de futbol
Poliméricas Formadas por polimeros no degradables

Agentes de contraste y liberacion
de farmacos

Agentes de contraste, terapia
génica, transporte de farmacos,
biosensores y vacunas

Transporte de farmacos, agentes
de contraste, antioxidantes y
bactericidas

Liberacién de farmacos, vacunas

Dendrimeros

y degradables, de origen natural o
sintético, o mezcla de ambos tipos

Estructuras globulares generadas por
repeticion de polimeros sintéticos
compuestas por un nucleo y varias
capas con grupos terminales activos

Liberacién de farmacos

Biosensores, agentes de contraste
y termoablacién

Diagndstico por la imagen y

tratamiento del cancer

Metélicas

De oro Formadas por oro, recubierto o no con
biomoléculas o polimeros orgéanicos

QD Estructura fluorescente de 2 a 10 nm,
constituida por un nucleo de algin
elemento de los grupos II-VIl y por una
capa de ligandos o polimeros anfipaticos

Magnéticas Compuestas por un ndcleo inorgéanico de

Agentes de contraste

o6xido de hierro u otros metales, recubierto o
no con biomoléculas o polimeros orgénicos

Nanoliposomas
y nanomicelas

Vesiculas esféricas cerradas formadas
principalmente por fosfolipidos

Transporte de agentes bioactivos,
liberacion de farmacos y
tratamiento del cancer

importantes ventajas, como son una disminu-
cion en los efectos secundarios de los farma-
cos tradicionales, una mayor versatilidad en
el disefio de las formulaciones debido a que
pueden unirse a diversos compuestos tales
como farmacos, anticuerpos, péptidos, DNA,
hidratos de carbono, etc. (Vicent and Duncan,
2006).

Ademas, sus propiedades opticas, eléctri-
cas 0 magnéticas pueden emplearse para ma-

tar células tumorales mediante tratamientos
de hipertermia utilizando longitudes de onda
dentro del rango del infrarrojo cercano (Hirsch
et al., 2003). Recientemente se ha aprobado
un tratamiento local con nanoparticulas ferro-
magnéticas para pacientes con tumores cere-
brales empleando hipertermia combinada con
radioterapia (Maier-Hauff et al., 2010).
Mientras que el desarrollo de nuevos nano-
materiales no biodegradables esta creciendo
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Tabla Il. Agentes terapéuticos basados en nanoparticulas aprobados por la Food and Drug Administration de

Estados Unidos.

Composicién Nombre (compafiia) Indicacién Via
Liposomas
L. amfotericina B Abelcet® (Enzon) Infecciones fungicas i.v.
L. amfotericina B AmBisome® (Gilead Sciences) Hongos y protozoos i.v.
L. citarabina DepoCyt® (SkyePharma) Meningitis criptocécica it
L. daunorubicina DaunoXome® (Gilead Sciences) Sarcoma de Kaposi i.v.
L. doxorubicina Myocet® (Zeneus) Céancer de mama i.v.
Vacuna liposémica IRIV  Epaxal® (Berma Biotech) Hepatitis A i.m.
Vacuna liposomica IRIV  Inflexal® (Berma Biotech) Gripe i.m.
L. morfina DepoDur™ (SkyePharma, Endo) Analgésico poscirugia e.
L. verteporfina Visudyne® (QLT, Novartis) Degeneracién macular i.v.
L con PEG doxorubicina  Doxil®/ Caelyx® (Ortho Biotech, Sarcoma de Kaposi, cancer i.m.
Schering-Plough) de mama y ovérico
Micela estradiol Estrasorb™ (Novavax) Menopausia t.
Polimeros
Copolimero de L-Glu, Copaxone® (TEVA Pharmaceuticals) Esclerosis multiple s.C.
L-Ala, L-Lys y L-Tir
Metoxi-PEG-poli Genexol-PM® (Samyang) Cancer de mama i.v.
(D, L-lactido) taxol
PEG-adenosina Adagen® (Enzon) Inmunodeficiencia i.m.
desaminasa grave combinada
PEG-antiVEGF apramer  Macugen® (0S| Pharmaceuticals) Degeneracién macular ir.
PEG-a. interferén 2a Pegasys® (Nektar, Hoffmann-La Roche)  Hepatitis By C s.C.
PEG-GCSF Neulasta® (Amgen) Neutrocitopenia s.C.
PEG-HGF Somavert® (Nektar, Pfizer) Acromegalia S.C.
PEG-L Asn Oncaspar® (Enzon) Leucemia i.v. i.m.
linfoblastica aguda
Poli(alilamina Renagel® (Genzyme) Enfermedad renal V.0.
hidrocloridico)
Otros soportes
Paclitaxel-albiumina Abraxane® (Abraxis, Bioscience, Cancer de mama i.v.
AstraZeneca)
Nanocristales de Emend® (Elan, Merk) Antiemético V.0.
aprepitant
Nanocristales de Tricor® (Elan, Abbott) Antihiperlipidémico V.0.
fenofibrato
Nanocristales Rapamune® Inmunosupresor V.0.

de sirolimus

(Elan, Wyeth Pharmaceuticals)

ADA: adenosina desaminasa; e: epidural; GCSF: factor estimulador de colonias de granulocitos; HGF: factor de crecimiento
de hepatocitos; i.m: intramuscular; i.r.: intravitrea; IRIV: Immunopotentiating Reconstituted Influenza Virosomes; i.t.:
intratecal; i.v: intravenosa; PEG: polietilenglicol; s.c.: subcuténea; t: topica; VEGF: factor de crecimiento del endotelio
vascular; v.o.: via oral.
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exponencialmente, aunque con lenta intro-
duccién en clinica, numerosos agentes tera-
péuticos basados en nanoparticulas biodegra-
dables, como son los liposomas, los polimeros
u otros compuestos, llevan ya tiempo en el
mercado (Tabla I1).

Toxicidad

En la actualidad, la mayoria de los trabajos
publicados se centran en la obtencién de
nuevas nanoparticulas y en su caracterizacion
fisico-quimica, pero es necesario también di-
sefiar y establecer técnicas normalizadas que
nos permitan evaluar de una forma fidedigna
su posible toxicidad. Por ejemplo, no hay mu-
chos datos sobre sus posibles efectos téxicos
en células humanas, y muchas de las nanoes-
tructuras estan destinadas a su uso en huma-
nos por via intravenosa, por lo que entraran
en contacto con las células del endotelio y de
la sangre periférica (hematies y células leu-
cocitarias) y con otros componentes sangui-
neos (plaquetas, proteinas de la cascada de la
coagulacion, del complemento, etc.); también
podrian entrar por via inhalada, por lo que es
crucial conocer su comportamiento sobre cé-
lulas pulmonares, o por otras vias. Resulta,
pues, imprescindible realizar estudios de toxi-

cidad y biocompatibilidad de estas nanoparti-
culas en distintos tipos celulares antes de su
uso in vivo (Fig. 2).

Otro de los problemas en la evaluacién de
la posible toxicidad es la gran diversidad de
protocolos utilizados en los trabajos publica-
dos, que dificulta la comparacién entre los
distintos estudios y la determinacién de si la
citotoxicidad observada es fisiolégicamente
relevante (Lewinski et al., 2008). La Comu-
nidad Econémica Europea ha puesto en mar-
cha proyectos de investigacion y redes con el
fin de iniciar la estandarizacion de métodos
y la blusqueda de patrones de nanoparticu-
las. Nuestro grupo se encuentra integrado en
un proyecto europeo denominado HINAMOX
(Health Impact of Engineered Metal and Me-
tal Oxide Nanoparticles: Response, Bioima-
ging and Distribut ion at Cellular and Body
Level) para estudiar el efecto de nanoparti-
culas metalicas y 6xido-metélicas en la salud
humana. En este sentido, es importante des-
tacar que las caracteristicas fisico-quimicas
de las nanoparticulas, el tipo celular utilizado
y el método para evaluar la toxicidad son fac-
tores clave a la hora de disefiar el estudio.

La actividad biolégica de las nanoparticu-
las depende de sus caracteristicas fisicas y
quimicas, tales como el tamafio y la forma,
la composicién superficial (carga e hidrofobi-

Viabilidad de células NCI H460 con ZnO
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Figura 2. Estudio de muerte celular (dependiente de la dosis) inducida por nanoparticulas de zinc en células

NCI-H460 y SK-MES.
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Figura 3. Microscopia dptica (objetivo 40x) de distintas nanoparticulas en medio con suero bovino fetal: A: sélo
medio; B: nanoparticulas de FeOx; C: nanoparticulas de TiOx; D: nanoparticulas de CeQ,; E: nanoparticulas
de ZnO.

cidad), el grado de dispersion o agregacion,
la composiciéon quimica, la solubilidad, la
dosis, la pureza, etc. (Powers et al., 2006).
Muchas de estas caracteristicas pueden ser
modificadas como resultado del contacto en-
tre la cubierta externa de las nanoparticulas y
los fluidos biolégicos, e influye en su posterior
interaccion con los componentes sanguineos.
Por ejemplo, es muy frecuente observar que
nanoparticulas estables en agua o etanol se
agregan en presencia de medios fisiolégicos y
suero (Lozano et al., 2011) (Fig. 3).

Por otra parte, las proteinas sanguineas,
como la albumina, las apolipoproteinas, las
inmunoglobulinas y las moléculas de la cas-
cada de activacién del complemento y de la
coagulacién, entre otras, pueden unirse ines-
pecificamente a la superficie de los nanoma-
teriales y provocar su opsonizacién (Gessner et
al., 2003; Salvador-Morales et al., 2006), fa-

Figura 4. Macréfagos muridos que han fagocitado
nanoparticulas de hierro y zeolita.
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voreciendo la fagocitosis de las nanoparticulas
por parte de los macréfagos (Fig. 4) (Diaz et
al., 2008). Esto puede dar lugar a una reduc-
cion en la vida media de las nanoparticulas en
el sistema circulatorio y alterar su estabilidad,
induciendo su precipitacién y agregacion.

La adsorcién de las proteinas a la superfi-
cie de las nanoparticulas depende de las ca-
racteristicas de la cubierta, de la composicién
y del método de sintesis de la nanoparticula
en cuestion. Se sabe que alterando la carga
de la superficie afiadiendo diferentes grupos
funcionales pueden modificarse las propieda-
des hidréfilas de la nanoparticula y su vida
media, a la vez que disminuye la interaccién
con proteinas o receptores que estimulan la
fagocitosis (Dobrovolskaia y McNeil, 2007).
Por ejemplo, las nanoparticulas con su su-
perficie recubierta de polietilenglicol (PEG)
unen menos proteinas que las que no poseen
esta modificacioén en su superficie, y en algu-
nos casos también disminuyen su toxicidad
(Diaz, Sanchez-Espinel, 2008) (Fig. 5).

Esterilidad

Otro factor muy importante es la esterilidad
de las nanoparticulas. Previamente a su uso
in vivo hay que asegurarse de que las nano-
particulas son estériles y de que no contienen
endotoxinas bacterianas contaminantes. Al-
gunos de los ensayos para determinar la pre-
sencia de endotoxinas ampliamente utilizados
interfieren con las propias nanoparticulas, lo
que hace necesario disefiar nuevos métodos.

Con respecto a qué tipo de esterilizacion
utilizar, depende de la composicién, del tama-
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Figura 5. Porcentaje de muerte en células humanas incubadas con distintas dosis y tipos de nanoparticulas. EI
recubrimiento con polietilenglicol (PEG) hace que la nanoparticula de silice disminuya su toxicidad.
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Figura 6. Nanoparticulas de oro antes (A) y después de ser esterilizadas mediante radiacion ultravioleta (B),
gas plasma (C), éxido de etileno (D), formaldehido (E) y autoclave (F).

fio y del recubrimiento de la nanoparticula, ya
que cada clase de método puede afectar a un
tipo u otro. En un estudio realizado por nues-
tro grupo, nanoparticulas de oro recubiertas
con PEG fueron sometidas a cinco procedi-
mientos de esterilizacion diferentes (Fig. 6) y
se observé que el gas plasma las afectaba de
forma importante (produciendo coalescencia

y agregacion), por lo que este método, muy
utilizado en diversos centros hospitalarios,
no podria usarse para esta nanoproteina en
concreto (Franca et al., 2010). Sin embargo,
otras nanoparticulas de oro de menor tamafio
y recubiertas de tiopronina no se afectaban
por gas plasma, pero si por otros métodos de
esterilizacion. Estos resultados confirman que
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para cada nanoproteina hay que hacer un es-
tudio exhaustivo de qué método de esteriliza-
cién podria ser el mas adecuado.

Inmunogenicidad

Otro de los principales aspectos que deben
cumplir las nanoparticulas transportadoras
de farmacos es ser inmunolégicamente neu-
tras una vez administradas en el organismo,
mientras que aquellas que queramos utilizar
en vacunas nos interesara que potencien al
sistema inmunitario. Las células inmunitarias
reconocen de forma muy eficaz patdgenos y
particulas extrafias al organismo, y pueden
generar diversas respuestas inmunitarias
(fagocitosis, produccion de radicales libres
de oxigeno [ROS, reactive oxygen species] y
nitrégeno, activaciéon del complemento, pro-
duccién de citocinas, anticuerpos, etc.) para
|levar a cabo su destruccién. Las nanoparticu-
las son elementos extrafios al organismo (Fig.
7) y, por tanto, pueden ser reconocidas por
las células del sistema inmunitario de forma
semejante a como lo hacen con diversos paté-
genos (virus, bacterias, hongos...).

Ademas, muchas nanoparticulas tienen un
tamafio y forma semejantes a elementos tales
como los virus. Asi, las nanoparticulas pueden

Figura 7. Las nanoparticulas son elementos extra-
fios al organismo, e igual que el sistema inmunita-
rio reconoce y destruye patégenos, puede reconocer
también a las nanoparticulas.
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estimular o suprimir la respuesta inmunitaria,
y provocar reacciones de hipersensibilidad o
inmunosupresion, por lo que es imprescin-
dible analizar su compatibilidad con los ele-
mentos del sistema inmunitario (Zolnik et al.,
2010). Si bien los datos publicados sugieren
claramente que las nanoparticulas interaccio-
nan con el sistema inmunitario, uno de los
retos es desarrollar protocolos estandarizados
para evaluar sus efectos.

La mayoria de los métodos estandar de im-
munotoxidad deberian poder ser aplicables a
los nanomateriales. Sin embargo, como las
nanoparticulas poseen caracteristicas fisicas y
quimicas diferentes, los métodos clasicos de-
ben modificarse en funcién de ellas. En este
sentido, muchas de las técnicas de toxicidad
ampliamente utilizadas, como los ensayos co-
lorimétricos (tipo MTT, medicién de lactato
deshidrogenasa, etc.), no pueden utilizarse
por las interferencias que producen las nano-
particulas. Esto obliga a disefiar nuevos méto-
dos para estudiar la viabilidad, o a emplear co-
lorantes que no interfieran con la nanoproteina
concreta que vamos a estudiar. Con respecto a
la interaccion de las nanoparticulas con ma-
crofagos del sistema inmunitario, se analiza la
fagocitosis o internalizacion de las particulas,
asi como la induccion de estrés celular debida
a la liberacién de ROS (Diaz et al., 2008).

Se ha descrito que la toxicidad de las na-
noparticulas puede deberse a la interaccién
directa con la célula, o de modo indirecto por
la induccién de un exceso de ROS (Shen et
al., 2004; Nimesh et al., 2006). Las nanopar-
ticulas pueden generar ROS (Foucaud et al.,
2007) al interaccionar directamente con mo-
léculas del medio (ROS extracelular) o des-
pués de su interaccién con la célula mediante
adsorcién a la membrana o internalizacién
(ROS intracelular) (Fig. 8).

En este aspecto, si hay una cantidad de
produccién de ROS que la célula no es ca-
paz de neutralizar, mediante un sistema an-
tioxidante formado por un componente enzi-
matico (dismutasas, catalasas y peroxidasas)
y otro no enzimatico (a-tocoferol, ascorbato y
glutation), se produce lo que se conoce como
estrés oxidativo. Los excesos de ROS pueden
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Figura 8. Produccidn de ROS por parte de distintas células humanas de sangre periférica en presencia de cinco
nanoparticulas diferentes. Como control negativo se utilizaron células solas (en negro).

oxidar varias moléculas (DNA, proteinas y li-
pidos) y conducir a la muerte celular y a dafio
en los tejidos, tal como ocurre en distintos
procesos fisiopatolégicos como la inflama-
cion, la hipoxia, los trastornos inmunitarios,
el metabolismo de drogas y alcohol, la exposi-
cién a radiaciones ultravioleta o terapéuticas,
y en casos de deficiencia de vitaminas anti-
oxidantes (Amer et al., 2003).

Activacion del complemento

Se ha detectado que determinadas nanoes-
tructuras como los liposomas, o nanoparticu-
las recubiertas de PEG, pueden llevar a una
activacion de la cascada del complemento
(Mosqueira et al., 2001; Bertholon et al.,

2006). Este proceso puede inducir respues-
tas inflamatorias, con liberacién de anafilo-
toxinas, atraccion de células inmunitarias a
la zona de inoculacién y posterior destruccion
celular. Puesto que el complemento puede
activarse por varias cascadas (clasica, alter-
nativa y por la via de las lectinas), puede estu-
diarse la degradacion del factor C3 (Lozano et
al., 2011), comun a las tres vias, como indi-
cativo de su activacion. Esto puede detectarse
mediante Western blot o ELISA (Fig. 9).

Nanoestructuras como adyuvantes
en vacunas

Ya que muchas nanoestructuras pueden ser
reconocidas por el sistema inmunitario como
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Activaciéon de complemento
C+ C-
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C3 a- ~115kD

C3c,iC3b[C3a’] ~43 kD @

Figura 9. Deteccion del factor C3 y de productos de degradacion mediante Western blot de plasma humano
en ausencia (C-) o presencia de nanoparticulas. Como control positivo (C+) se empleé veneno de serpiente.

extrafias, podemos hacer de este hecho una
ventaja y disefiarlas para que potencien la
respuesta inmunitaria, bien para destruir un
tumor (en el higado, por ejemplo, donde gran
parte de las nanoparticulas son rapidamente
captadas por los macr6fagos hepaticos) o para
el desarrollo de nanovacunas (Prego et al.,
2010).

En el campo concreto de las vacunas, las
nanoparticulas pueden ofrecer ventajas a las
ya existentes en varias caracteristicas. Por una
parte, pueden incrementar su eficacia, con un
efecto adyuvante mas potente; también po-
drian generarse vacunas mas termoestables,
que mantuvieran su eficacia sin afectarse
por la rotura de la cadena del frio (uno de los
problemas de las vacunas actuales); que no
necesitaran de inyeccion al utilizar sustancias
mucoadhesivas que permitieran su inocula-
cién por otras vias (intranasal, oral, vaginal,
ocular...); y vacunas de liberacién controlada
gue no requirieran varias dosis.

Conclusion

De todo lo expuesto se concluye que el campo
de la nanotecnologia puede ofrecer una gran
variedad de productos con un enorme poten-
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cial en el ambito biomédico, pero es necesaria
una correcta y completa caracterizaciéon para
asegurar su biocompatibilidad e inmunogeni-
cidad.
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A. RiBas: ;Qué tipo de nanoparticulas usais en
vuestra empresa?

A. GonziLez: Nuestra empresa, Nanolmmuno-
Tech, tienedossecciones: productosyservicios.
En la primera desarrollamos productos para

funcionalizar nanoparticulas, es decir, para
conjugar anticuerpos, DNA, aptameros, azu-
cares o péptidos sobre la superficie de las
nanoparticulas. Por otro lado, en la seccién
de servicios ofrecemos la caracterizacién fi-
sico-quimica y biolégica de nanoparticulas.
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Estamos trabajando muy activamente en la
toxicidad de las nanoparticulas y en su in-
munogenicidad.

R. PusoL: Para crear nanoparticulas se habla
mucho del uso de oro, hierro, carbono, etc.
;Puede crearse una nanoparticula completa-
mente proteica?

A. GonzALez: Si pueden crearse nanoparti-
culas completamente proteicas, como el
empleo de albimina para rodear farmacos
antitumorales. También existen nanoparti-
culas biodegradables que no son por com-
pleto proteicas, pero que pueden combinar
elementos. Por ejemplo, pueden usarse
polisacaridos (como el quitosano) u otras
estructuras oleosas (como emulsionantes)
que en determinadas condiciones adoptan
estructuras esféricas, pequefias y bastante
estables, en las cuales pueden acoplarse
antigenos proteicos o proteinas en el exte-
rior. Por otro lado, las particulas de oro, que
no son biodegradables, tienen unas propie-
dades opticas y térmicas ideales, son muy
faciles de sintetizar y puede controlarse su
tamafio durante la sintesis (nosotros hemos
empleado distintas nanoestructuras de oro,
desde 20 hasta 150 nm). Ademas, pueden
ponerse cubiertas empleando otros com-
puestos (por ejemplo, silice) y acoplar mas
elementos. El problema de estas nanoparti-
culas, y en general de todas aquellas no bio-
degradables, es que no conocemos su tasa
de acumulacion, su biodistribucion, dénde
se excretan y eliminan, etc. Por ello, para
poder usar nanoparticulas en terapéutica
son necesarios estudios de biodistribucién,
excrecion y eliminacion. El problema de es-
tos estudios es que, aunque se marquen ra-
diactivamente las proteinas asociadas a las
nanoparticulas, cuando éstas entran en el
organismo pueden soltarse de la nanoparti-
cula y entonces se observa la radiactividad
de la proteina y no la de la estructura no
biodegradable. Hay que resolver los proble-
mas técnicos antes de poder generalizar el
uso de este tipo de particulas no biodegra-
dables en terapéutica.
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L. Awarez-VaLLina: En primer lugar, jqué ca-

racteristicas crees que deberian tener las
nanoparticulas para su uso en terapia an-
titumoral, es decir, tipos y nimero de mo-
|éculas de anticuerpos, tamafio, etc.? Y en
segundo lugar, jexiste alguna estrategia para
fomentar el desensamblado in vivo de estas
particulas?

A. GonzALez: En relacién con la primera pre-

gunta, para uso terapéutico recomendaria
nanoparticulas biodegradables que conten-
gan farmaco en su interior. Las estructuras
acopladas en su superficie deberian ser anti-
cuerpos muy pequerios, acido félico, transfe-
rrina o albimina (que permitiria una mejor
entrada de las nanoparticulas en el tumor y
mejoraria su eficiencia). Ademas, las parti-
culas deberian estar dirigidas y ser inertes
para el sistema inmunitario (enmascararlas
con PEG u otros compuestos), porque si no
es asi casi todas seran reconocidas y fagoci-
tadas por los macréfagos hepaticos y esplé-
nicos. En relacién con la segunda pregunta,
no hay muchos datos sobre los mecanismos
de ensamblado y desensamblado de los na-
nomateriales in vivo. Se dispone de infor-
macion sobre las interacciones in vitro (por
ejemplo la interaccién de nanomateriales
con proteinas séricas, células y otros mate-
riales), por lo que no podria decir qué inte-
racciones concretas se darian entre nanopar-
ticulas y entre éstas y los sistemas biologi-
cos in vivo. Por otro lado, si se conocen las
toxicidades de los materiales usados en las
nanoparticulas (por ejemplo, del cadmio o
del zinc), y se estan empezando a conocer de
muchas nanoestructuras. Sin embargo, con-
siderando los riesgos que implique su uso,
ante una aplicacién terapéutica concreta ha-
bra que sopesar si los beneficios compensan
la toxicidad propia de las nanoparticulas.

A. CeLabA: Hay una gran variedad de particu-

las de oro y no todas son devoradas por los
macréfagos. Las particulas de oro que pre-
paramos en mi grupo sélo son devoradas si
las acoplamos a péptidos dirigidos de un de-
terminado modo, en concreto hacia péptidos
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presentes en el cerebro en la enfermedad de
Alzheimer. De esta manera, los macréfagos
pueden activarse mediante los receptores
toll-like 4 y fagocitar las nanoparticulas que
nosotros queramos. Actualmente estamos
en los inicios del uso de las nanoparticulas,
a pesar de que ya hay una gran variedad de
particulas de oro.

A. GonzALEz: Estoy totalmente de acuerdo, no
se puede simplificar y hablar simplemente
de oro, titanio, etc. Se dispone de una gran
variedad de particulas, tipos de sintesis, ta-
mafios, recubrimientos, etc. Y cada una de
estas variedades se comportara de manera
diferente a las demas. Gracias a esta nueva
tecnologia podremos conocer mejor nuestra
propia biologia, tanto extracelular como in-
tracelular.

J. ArRamBuURU: En un futuro las nanoparticulas
seran fruto de aplicaciones biolégicas o bien
contaminantes que proceden de otros proce-
sos, como los industriales. Es por ello que
tendremos que estudiar tanto su biodistribu-
cion en los organismos vivos como las con-
secuencias indeseables derivadas de su uso
industrial, por ejemplo la posible acumula-
cion en el ambiente debido a que no todas
las nanoparticulas seran biodegradables.

A. GonzALez: Estoy de acuerdo con lo que co-
mentas. Hay tanto para estudiar, que las

agencias reguladoras estan analizando di-
versos aspectos (ambiental, médico, alimen-
tacién, cosmética, vertidos...), ya que van a
diferir mucho unos escenarios de otros: una
exposicién ambiental continuada, una acci-
dental con grandes dosis por via inhalatoria
0 una aplicacién in vivo con dosis controla-
das, asi como la via de entrada (oral, nasal,
intravenosa, cutanea...) en el organismo.

A. RiBas: Para intentar responder a una de las

preguntas anteriores me gustaria comentar
que hace 1 afio publicamos un estudio (Na-
ture. 2010;464:1067-70) en el cual por
primera vez administramos nanoparticulas
de ciclodextranos, totalmente inertes con
pegilacion y transferrina, para conseguir
estabilizar y vehiculizar siRNA en tumores.
Esto permitiria administrar un farmaco me-
diante una plataforma que podria bloquear
cualquier mRNA de cualquier proteina. La
necesidad de desarrollar este tipo de parti-
culas es muy importante, aunque aln esta-
mos en sus inicios y el proceso es muy largo.
A raiz de este primer estudio, creo que las
nanoparticulas de oro y de liposomas no son
la mejor opcién por la dificultad de vehicu-
lizarlas, ya que las particulas de liposomas
siempre van al higado, independientemente
de si se dirigen o no; por ello, creo que las
nanoparticulas hechas con polimeros tienen
unas propiedades farmacocinéticas muy su-
periores.
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La Fundacién Dr. Antonio Esteve,
establecida en 1983, contempla
como objetivo prioritario el estimulo
del progreso de la farmacoterapéutica
por medio de la comunicacion

y la discusién cientifica.

La Fundacién quiere promover la
cooperacion internacional en la
investigacion farmacoterapéutica y,

a tal fin, organiza reuniones
internacionales multidisciplinarias donde
grupos reducidos de investigadores
discuten los resultados de sus trabajos.
Estas discusiones se recogen en
diferentes formatos de publicacion, como
los Esteve Foundation Symposia y /os
Esteve Foundation Discussion Groups.

Otras actividades de la Fundacion

Dr. Antonio Esteve incluyen la
organizacion de reuniones dedicadas a

la discusidn de problemas de alcance
mas local y publicadas en formato de
monografias o cuadernos. La Fundacidn
participa también en conferencias,
seminarios, cursos y otras formas

de apoyo a las ciencias médicas,
farmacéuticas y bioldgicas, entre las que
cabe citar el Premio de Investigacion que
se concede, con caracter bienal, al mejor
articulo publicado por un autor espafiol
dentro del drea de la farmacoterapia.

Entre la variedad de publicaciones que
promueve la Fundacién Dr. Antonio Esteve
cabe destacar la serie Pharmacotherapy
Revisited, en cuyos diferentes voltimenes
se recopilan, en edicion facsimil, los
principales articulos que sentaron las
bases de una determinada disciplina.



Tanto la introduccién como los articulos y
discusiones de la presente monografia re-
cogen la opinién de los correspondientes
autores, por lo que la Fundacién Dr. An-
tonio Esteve no se hace necesariamente
participe de su contenido. Los diferentes
capitulos corresponden a las ponencias
presentadas en la mesa redonda organi-
zada por la Fundacién Dr. Antonio Esteve
en Barcelona (Hotel Front Maritim), el
dia 29 de abril de 2011, que estuvo mo-
derada por Manel Juan.
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Introduccion

La recopilacion del contenido de la reunién
celebrada el 29 de abril de 2011, que a conti-
nuacién se presenta en esta monografia, refle-
ja claramente la diversidad de aproximaciones
existentes que pretenden utilizar o modular la
respuesta inmunitaria con fines terapéuticos
(inmunoterapia). La participaciéon de ponen-
tes y asistentes en las discusiones tras cada
presentaciéon (que también se transcriben en
esta monografia) complementan y contextua-
lizan en su conjunto las magistrales exposi-
ciones de los 11 ponentes; en todas estas
discusiones, y sobre todo en la general, se
expresaron de manera constructiva opiniones
diversas (y en algunos casos contrapuestas)
sobre las opciones de presente y futuro que
brinda la inmunoterapia.

De hecho, las 11 presentaciones (y los
capitulos de esta monografia) se agrupan
conceptualmente en tres grandes bloques,
aun sin establecer realmente items clasifica-
torios explicitados. EI primer bloque incluye
las conferencias mas centradas en elementos
metodolégicos generales, la produccién de
anticuerpos monoclonales modificados y las
opciones que aporta la nanotecnologia. En
el segundo grupo (el grueso de las charlas)
se ofrecen ejemplos diversos de inmunote-
rapias en inflamacion, alergia, cancer y au-
toinmunidad, los principales componentes
de la inmunopatologia (s6lo el tratamiento de
las inmunodeficiencias quedé fuera del de-
bate por limitacién de tiempo y porque, en
el fondo, este aspecto por si solo merece ya
una sesion en exclusiva). Asi, se presentaron
opciones inmunomoduladoras de la respuesta
inflamatoria, inmunoterapia celular potencia-
dora antitumoral, trabajos para modular el ex-
ceso de respuesta de la alergia, la posibilidad
de actuacion sobre distintos aspectos de la
fisiopatogenia de una enfermedad inmuno-

mediada y la restauracion de la tolerancia o
el blogueo efector en autoinmunidad. En el
Ultimo bloque se abordé la inmunoterapia ac-
tiva basada en la vacunacién y el trasplante.
Se comentaron los avances realizados en el
proceso de obtencién de vacunas terapéuticas
y se expuso la situacién de desarrollo de las
vacunas frente a la malaria. La tltima ponen-
cia plante6 conceptos novedosos de farmaco-
gendmica ante el rechazo en el trasplante de
6rganos (higado).

La sesién concluy6 con un interesante de-
bate general, en el cual, al igual que en los
debates entre sesiones y en la introduccién
de las intervenciones, se puso de manifiesto
la complejidad y el caracter multidisciplina-
rio de la inmunoterapia, y se discutieron ele-
mentos de debilidad, fortalezas, amenazas y
oportunidades que se presentan en la actuali-
dad, y lo haran en el futuro, ante el imparable
desarrollo de las ya muy distintas y eficaces
opciones inmunoterapéuticas.

Los participantes elogiaron este tipo de ini-
ciativas, y aun siendo conscientes de que las
11 ponencias son insuficientes para abarcar
todos los aspectos de la inmunoterapia, los
comentarios tras la reunién van en la linea de
haber cumplido con un nivel muy alto las ex-
pectativas puestas en el encuentro. Toca aho-
ra a los lectores de esta monografia valorar si
los datos que se presentan en ella también
son Utiles méas alld de la reunién. En todo
caso, la imparable evolucién de la inmuno-
terapia garantiza que, en un futuro no muy
lejano, sera util otra revision del estado de las
aplicaciones inmunoterapéuticas, puesto que
muchas ya no serdn “nuevas perspectivas”
sino “realidades” en inmunoterapia.

Manel Juan
Abril de 2011
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Resumen: La respuesta inmunitaria es una funcion fisiopatogénica determinante en infinidad de
situaciones (infecciones, rechazo en el trasplante, alergias, enfermedades crénicas con base au-
toinmunitaria o inflamatoria, desarrollo de tumores, etc.) que determinan la salud o la enfermedad
del ser humano. La inmunidad es una evidencia bien establecida, que se reafirma con fuerza por
la creciente utilizacion de la inmunoterapia bioldgica. En la actualidad se dispone de muy diversas
intervenciones inmunoterapéuticas: las vacunas cldsicas (y no tan clasicas si tenemos en cuenta
los “nuevos formatos”), los anticuerpos monoclonales o proteinas derivadas de moléculas del
sistema inmunitario (conocidos bajo el término genérico de “farmacos biolégicos”) y las terapias
celulares. Estas ultimas, mediante la modulacion de la respuesta inmunitaria, constituyen un pre-
sente y un futuro, rompedor y prometedor respectivamente, en el escenario de la farmacoterapia.
Sin embargo, las inmunoterapias bioldgicas presentan no sélo luces sino también sombras. A pesar
de que sus trascendentes debilidades y amenazas deben ser afrontadas y resueltas, hay grandes
fortalezas y oportunidades que plantean un futuro en el cual la inmunoterapia puede llegar a su-
perar los ya espectaculares logros de la farmacologia convencional.

Palabras clave: Inmunoterapia — Vacunas — Celuloterapia — Citocinterapia — AcMoterapia — DAFO.

Introduccion

La respuesta inmunitaria es una funcién fisio-
l6gica determinante de la estabilidad fisiologi-
ca (homeostasis) del individuo. La capacidad
de reconocer lo que es propio, peligroso o
extrafio hace del sistema inmunitario un sis-
tema fundamental para definir la identidad
y el equilibrio del organismo. Como en otros
organismos superiores, en el ser humano el
sistema inmunitario ha desarrollado, sobre
elementos de accién en cuanto a lo que es pe-
ligroso, el reconocimiento molecular especifi-
co de lo que le es extrafio. Estas capacidades

de reconocimiento y actuacién sobre lo peli-
groso o extrafio son altamente eficientes para
preservar no tan sélo al individuo sino sobre
todo a la especie dentro del ecosistema bio-
l6gico que nos rodea. Pero desgraciadamente
el sistema inmunitario no es infalible, y tanto
los microorganismos como las células tumora-
les encuentran sus “talones de Aquiles” para
desarrollarse y generar muchas y diversas in-
fecciones o tumores. A la vez, en el sistema in-
munitario existen “errores”, ya sea por un fallo
intrinseco de su capacidad de distincién entre
lo propio y lo extrafio (con lo cual lo propio es
atacado como extrafio, generando autoinmuni-

1



NUEVAS PERSPECTIVAS EN INMUNOTERAPIA

dad), como por el desarrollo de una respuesta
excesiva no deseada (hipersensibilidad o aler-
gia) o insuficiente (inmunodeficiencia); asi, la
patologia humana debida al sistema inmunita-
rio es muy prevalente. La participacion de me-
canismos fisiopatogénicos que involucran al
sistema inmunitario es creciente, y pocas son
las afecciones en que no desempefie un papel
definitorio o al menos importante. Por ello, la
modulacién de la respuesta inmunitaria como
tratamiento (inmunoterapia) es, sin duda, una
de las dianas terapéuticas mas importantes de
la medicina actual.

De hecho, quizas el logro mas importante
de la medicina moderna ha sido la erradica-
cion de la viruela como enfermedad, mediante
un tipo de inmunoterapia, la vacunacién pro-
movida por Edward Jenner a finales del siglo
xvil. Pero si bien la vacunacion contra la viruela
tuvo la fortuna de actuar sobre una respuesta
antiinfecciosa muy robusta baséndose en la
observacion de procesos protectores existen-
tes, la inmunoterapia en general no ha encon-
trado un sitio preeminente en el tratamiento
médico hasta el desarrollo cientifico actual; la
ciencia molecular y celular ha encontrado en
la inmunologia una oportunidad de desarrollo
global que en el campo médico ha permitido
definir aproximaciones inmunoterapéuticas Uti-
les para un sinfin de enfermedades (Tabla ).

Tanto el uso de moléculas del sistema in-
munitario (inmunoglobulinas y derivados con
funcién anticuerpo) como el de células (in-
munoterapia celular) estéd revolucionando las
opciones de tratamiento de enfermedades en
las cuales los farmacos convencionales a ve-
ces s6lo actuaban sobre los sintomas. En todo
caso, aproximaciones mas ‘“clasicas”, como
las vacunas o el trasplante, también estan en
la frontera de esta revoluciéon promovida por el
conocimiento molecular y celular, y estas nue-
vas aproximaciones aplicadas sobre opciones
de tratamiento establecidas estéan renovando
su utilidad terapéutica.

En la reunién de donde surge esta mono-
grafia se presentaron a discusiéon conceptos
de inmunoterapia tan distintos como diversas
son las enfermedades sobre las cuales se pre-

tende actuar. Asi, empezando con aspectos
metodolégicos para la produccién de anticuer-
pos monoclonales o de escalado molecular
(nanotecnologia), se abordaréan aproximacio-
nes celulares y moleculares de inmunoterapia
para frenar la respuesta inflamatoria, inducir
la respuesta antitumoral, “bloquear” la alergia
o la autoinmunidad, mejorar la respuesta an-
tiinfecciosa o conocer mejor cémo hacer mas
efectivo el trasplante de érganos, que tiene en
el sistema de reconocimiento de lo extrafio
(rechazo) una de las principales limitaciones
de su éxito.

En todas las presentaciones se evidencia-
ron los avances que se han producido y que
previsiblemente pueden producirse en el cam-
po de la inmunoterapia, a menudo de una
manera concreta centrandose en los campos
sobre los que proponen sus aplicaciones, pero
es evidente que en todos ellos hay elementos
comunes, no sélo de sus bondades (“luces”)
sino también de sus limitaciones (“sombras”),
que merecen ser abordados en esta introduc-
cién. Aqui, como autor de esta reflexion, s6lo
pretendo presentar un anélisis personal de es-
tas “luces y sombras” de la inmunoterapia, va-
lorando debilidades y amenazas que deben ser
afrontadas y resueltas, junto a las fortalezas y
oportunidades que hacen de la inmunoterapia
una de las opciones mas prometedoras para el
tratamiento de muchas de las enfermedades
que condicionan el bienestar de la humanidad.

Aproximacion metodolégica

El presente anélisis global de la inmunote-
rapia se basa en la aplicacién estratégica
de la herramienta analitica DAFO (en inglés
SWOT), acrénimo derivado de las siglas de los
conceptos “Debilidades”, “Amenazas”, “For-
talezas” y “Oportunidades”, que se usa para
analizar de manera estructurada y simple una
empresa, una propuesta de negocio, una rea-
lidad conceptual o un area de actuacién antes
de proponer acciones concretas para optimi-
zarla. El andlisis DAFO organiza los elementos
en una tabla de 2 x 2 en la cual se sitdan en
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TABLA I. Grupos de aproximaciones inmunoterapéuticas y algunos ejemplos con efectos concretos.

Grupo Ejemplos Efecto buscado
Inmunopotenciaclén activa Viruela Erradicacion
(vacunas “clasicas”) Tétanos Evitar la clinica

Inmunoterapia en alergias
(“vacunas” de las alergias)

Transferencia pasiva de Ig
(infusion de Ig o
anticuerpos)

Trasplante de progenitores
hematopoyéticos

Farmacos inmunoinhibidores
(inmunosupresores)

Celuloterapia

Citocinterapia

Terapia con anticuerpos
monoclonales
(AcMoterapia)

Terapia génica

Alergia al veneno de avispa

Inmunodeficiencia primaria humoral
Purpura trombocitopénica idiopética (y
otras enfermedades autoinmunitarias)

Leucemia/linfoma
Inmunodeficiencias primarias celulares

Artritis reumatoide
Rechazo en el trasplante

Melanoma
Enfermedad inflamatoria intestinal

IL-2
IFN-o
G-CSF
IL-1RA

Anti-CD3
Anti-EGFR
Anti-TNF
Anti-1gE

Inmunodeficiencia combinada grave
asociada
Enfermedad granulomatosa crénica

Evitar la anafilaxia

Proteccién humoral
Inmunomodulacién y mejoria
clinica

Eliminacién del tumor
Reconstituciéon inmunitaria

Contencién de la clinica
Preservacion del injerto

Eliminacién del tumor
Contencién de la clinica

Tratamiento antihipernefroma

Tratamiento de la hepatitis C
crénica

Recuperacién de neutropenia

Control de la autoinflamacion

Control del rechazo

Antitumoral

Mejora sintomatolégica de la
artritis reumatoide y de la
enfermedad inflamatoria
intestinal

Tratamiento del asma alérgica
grave

Reconstituciéon inmunitaria
en una inmunodeficiencia
primaria no trasplantable

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; G-CSF: factor estimulante del crecimiento de colonias de granulocitos;
IFN-a: interferén alfa; Ig: inmunoglobulina; IL-2: interleucina-2; IL-1RA: receptor antagonista de la interleucina-1; TNF: factor

de necrosis tumoral.

un eje los aspectos “positivos” (fortalezas y
oportunidades) y “negativos” (debilidades y
amenazas) y en el otro eje los elementos “in-
ternos” (debilidades y fortalezas) respecto a
los “externos” (amenazas y oportunidades).!

Aunque ultimamente esta denostado por mu-
chos expertos en marketing, que son quienes
lo introdujeron, es una herramienta de anali-
sis légico para situar cualquier aspecto antes
de tomar decisiones estratégicas.
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e Conocimiento reducido de la fisiopatologia Uso de “elementos” de por si “naturales”
del sistema inmunitario y versatiles
2 e Pocos inmundlogos y centros Bioseguridad general -
s e Compleja red de interacciones Muchas posibilidades de =]
= e Variabilidad interpersonal de la patologia inmunointervencion: multiples dianas, %
% y las respuestas “multiterapia” combinada... §
e e “Bioldgicos” como farmacos no clasicos Personalizacion terapéutica intrinseca
e Falta de monitorizacién
e Costes de produccién
¢ Normativa farmacolégica aplicada a la Necesidad de reorientar la estrategia
" inmunoterapia sanitaria ante la crisis econémica °
S e Restricciones presupuestarias Percepcion general de que el sistema S
% e “Interés” de la industria farmacéutica inmunitario es clave para la salud en el §_
<E: e “Miedos” ante la complejidad y el cambio entorno 9
de paradigma terapéutico 3

Figura 1. Analisis DAFO (Debilidades, Amenazas, Fortalezas, Oportunidades) personal y limitado.

Resultados del analisis DAFO (Fig. 1)

Conceptualmente la inmunoterapia es un
amplio concepto y, como tal, de algin modo
difuso, por lo que el andlisis a menudo debe
centrarse en las aproximaciones concretas
propuestas. Asi, diferenciaremos la inmu-
nomodulacion activa de las vacunas o de la
terapia celular (en adelante celuloterapia) de
la pasiva que en general aporta el tratamiento
con moléculas con capacidad inmunoterapéu-
tica (los llamados “farmacos bioldgicos”), que
principalmente incluyen los tratamientos con
citocinas, sus receptores y analogos de unas y
otros (al cual, por simplificar, en adelante me
referiré como “citocinterapia”), y sobre todo
con anticuerpos monoclonales (AcMo como
acrénimo, que utilizaremos para crear el térmi-
no “AcMoterapia”).

Debilidades de la inmunoterapia

Son limitantes intrinsecos de la inmunotera-
pia la falta de conocimiento general de mu-
chos mecanismos inmunitarios que a menudo
son redundantes o pleiotrépicos, y por tanto
inmersos en una red de amplias interacciones
en un individuo, diverso no sélo respecto a su
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genética sino también en cuanto a su expe-
riencia en el reconocimiento del entorno. No
tener en cuenta esta red funcional y pensar
en un efecto farmaco-diana puede llevar a una
falta de efecto o a fenémenos no deseables
(por ejemplo, la aparicién de inmunodeficien-
cias graves que conlleven infecciones que pon-
gan en peligro la vida del individuo tratado).
De hecho, incluso la utilizacién de modelos
experimentales para esta valoracién sin tener
en cuenta las importantes diferencias con los
pacientes (por ejemplo, son bien conocidas las
diferencias entre los sistemas inmunitarios de
los ratones y de los humanos)? puede llevar a
conclusiones erréneas, con graves consecuen-
cias cuando se llevan a término los ensayos
clinicos pertinentes. Pero es que, ademas, la
variaciéon en la “experiencia antigénica” del
individuo es también un elemento inherente
del sistema inmunitario. Esta claro que nifios,
adultos y viejos responden de manera diversa,
y también esta establecido que determinadas
experiencias antigénicas determinan diferen-
tes respuestas.

En el campo de las vacunas, la induccién
de la respuesta inmunitaria es intrinsecamen-
te un elemento muy variable, y la efectividad
depende del efecto sobre la poblacion diana.
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Algunas vacunas efectivas sobre los adultos
resultan poco eficientes en la contencién de
enfermedades que se inician a temprana edad.
El caso de la primera vacuna SPf66 contra la
malaria fue un paradigma en este sentido.?

En cuanto a los tratamientos celulares, la
preparacion in situ del elemento a introducir
como terapia necesita de la formacién especi-
fica en el centro promotor de la terapia, y este
factor puede dar lugar a diferencias trascen-
dentales entre los centros y condicionar la ve-
rificabilidad de la efectividad del tratamiento.
Ademas, a menudo los tratamientos celulares
tienen dos componentes, uno mas o menos
“homogeneizable” (el modulador, estimulante
o inhibidor de la respuesta in vitro), y otro mas
heterogéneo obtenido del propio individuo.
Asi pues, la variabilidad en la celuloterapia
dificilmente es evitable, y su consideracion
como farmaco en lugar de como una actua-
cién médica similar a la quirdrgica, o a las de
la medicina intervencionista, en el fondo con-
vierte esta debilidad en una amenaza para la
implantacién de dichas técnicas.

Por su lado, los agentes “biologicos” estan
siendo considerados farmacos en su concepto
mas clasico. Se utilizan como cualquier otra
sustancia quimica basandose en dosis de efi-
cacia establecida, sin tener en cuenta que su
funcion puede variar segln el estado de la dia-
na. La monitorizaciéon de las concentraciones
del “farmaco”, de la cantidad de la diana e in-
cluso de la capacidad del propio sistema inmu-
nitario para generar anticuerpos “antifarmaco”
es en general menospreciada, aunque en los
Gltimos afios van apareciendo estudios que de-
muestran su interés. En este sentido, algunas
situaciones son flagrantes: por ejemplo, el fin
buscado con el uso de anti-CD20 es muy dis-
tinto cuando lo que se pretende es tratar un
linfoma B que cuando se quiere inducir una
inmunomodulacién en una respuesta autoin-
munitaria; sélo una buena monitorizacién del
“farmaco” (por ejemplo, rituximab en suero),
de la diana (cantidad de linfocitos B)* y de los
anticuerpos antifarmaco (antirrituximab) podra
permitir un uso terapéutico eficiente.

La aparicion de respuesta antifarmaco en
la AcMoterapia es también una debilidad de

estas aproximaciones, no tan sélo frente a
los anticuerpos o moléculas quiméricas sino
también incluso al emplear anticuerpos huma-
nizados (aunque las empresas farmacéuticas
productoras lo nieguen). Siempre hay regiones
“extrafias” en estos “farmacos”, aunque sélo
sea la regi6on de reconocimiento (idiotipo), y
frente a ella el organismo puede desarrollar
una respuesta blogueante.

En general, la monitorizacién de la inmuno-
terapia con “biolégicos” y el “desarrollo” de la
celuloterapia requieren personal bien formado
en el tema, e incluso aunque los inmundlogos
pudieran considerarse los especialistas ade-
cuados para este fin, su formacién en estos
aspectos y su limitado nimero constituye en
la actualidad una debilidad muy importante de
estos enfoques terapéuticos.

Por altimo, cabe comentar que el coste de
produccién de los “biolégicos” es todavia hoy
extremadamente alto, aun cuando constituyen
ya una de las areas de negocio mas prospe-
ras de las compafiias farmacéuticas que los
producen. La produccion quimica de farmacos
con el “escalado” consigue reducciones muy
importantes de los costes, pero por el mo-
mento los “inmunoterapicos” siguen teniendo
unos costes de produccién altos que conllevan
precios de venta altos y una clara limitacién de
sus aplicaciones.

Amenazas de la inmunoterapia

La normativa farmacolégica aplicada a la in-
munoterapia es quizas una de las limitaciones
externas mas importantes. Especificamente
en el caso de las celuloterapias, los conceptos
de bioseguridad y de desarrollo de productos
farmacolégicos “chirrian” al intentar aplicar-
los. Las agencias reguladoras de medicamen-
tos aplican normas y controles similares a los
centros que desarrollan estas terapias, como
si se tratara de “fabricas productoras de féar-
macos convencionales”. Parece haber interés
en que no se consideren “intervenciones mé-
dicas” que queden lejos del control produc-
tivo de la industria. Estéd bien establecido su
amplio margen de bioseguridad (las celulote-
rapias son extraordinariamente poco tdxicas),
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y por el momento la normativa lo Unico que
hace es poner trabas a procedimientos poten-
cialmente terapéuticos, poco o nada toxicos, y
con costes econémicos en general bajos, una
vez realizadas las necesarias inversiones ini-
ciales.

El aspecto econdémico en general es uno de
los principales limitantes actuales de la inmu-
noterapia. Por un lado, los “farmacos bioldgi-
cos” tienen unos costes altos y, en situaciones
de crisis como la actual, los esfuerzos se cen-
tran mas en la disminucién de sus indicacio-
nes (restricciéon en las indicaciones off-label)
que en la racionalizacién de su uso mediante
la monitorizacién de sus concentraciones y su
efectividad. De hecho, en este aspecto la pro-
pia industria farmacéutica previsiblemente se
equivoca cuando, por proteger sus intereses
inmediatos, no aboga por esta racionalizacion
de la dosificacién de los “biolégicos” que a
largo plazo justificaria su utilizacién mas ge-
neral. En el fondo, la industria s6lo estd im-
pulsando inmunoterapias bajo el concepto
clasico de “farmaco-indicacion”.

Por Gltimo, debemos comentar que la com-
plejidad en el uso de todas estas terapias se
acompafia de determinados “miedos” por
parte de la comunidad médica. A menudo se
generan alarmas por efectos indeseados en al-
gunos individuos tratados que bloquean opcio-
nes terapéuticas claramente eficaces: desde
los grupos de presién “antivacunas” hasta el
“freno” a corto o largo plazo de determinadas
aproximaciones cuando algunos individuos se
ven afectados por efectos no previstos; este
Gltimo caso se ejemplifica con la inmunotera-
pia génica en los inmunodeficientes, en quie-
nes la aparicién de determinadas leucemias
supuso la interrupcién durante afios de pro-
gramas que son posibilidades curativas claras
en individuos sin otra opcién.

Oportunidades de la inmunoterapia

Si bien las limitaciones econémicas han sido
y son amenazas actuales al desarrollo de la
inmunoterapia, también ofrecen una inespera-
da oportunidad al desarrollo de inmunoterapias

que, como las celuloterapias, tienen un coste
postratamiento que puede llegar a ser bajo. El
coste de éstas se centra principalmente en el
desarrollo, la implantacién de las instalaciones
y la necesidad de mano de obra especializada,
pero una vez todo ello esta disponible pueden
y deben permitir tratamientos personalizados
seguros y de bajo coste (de manera similar al
bajo coste de las vacunaciones).

“Madurez” e “innovacién” se juntan en la
percepcién que se tiene de la inmunoterapia:
por un lado esté la “madurez” otorgada por los
logros de las vacunaciones clasicas, y por
otro la potencia “innovadora” de las nuevas
aproximaciones que con éxito estan mejoran-
do la salud de infinidad de pacientes. Ade-
mas, la inmunoterapia se esta viendo efecti-
va ya en esta etapa que puede considerarse
para muchas de sus aproximaciones como de
“infancia”. En comparacién con las opciones
de posibles dianas, las dianas actuales y los
enfoques propuestos son aln escasos. El sis-
tema inmunitario tiene miles de moléculas
sobre las cuales actuar y, si consideramos
la especificidad, las opciones se convierten
en millones® (una magnitud desconocida en
otras areas biologicas). El desarrollo de nue-
vas metodologias y el conocimiento genémico
de los pacientes abriran sin duda opciones de
tratamiento sélo intuidas, y quizas otras que
por el momento ni tan siquiera son sospecha-
das.

La percepcion del sistema inmunitario como
eje central en la salud del individuo trasciende
ya a la ciencia, y la sociedad empieza a enten-
der que sin duda es uno de los elementos sobre
los que cabe actuar para potenciar la salud de
la poblacién. En el fondo, la capacidad de inte-
raccion del individuo con el ambiente encuen-
tra en el sistema inmunitario un vehiculo en el
que se unen salud y entorno.

Fortalezas de la inmunoterapia

La inmunoterapia tiene como principal forta-
leza que se basa en la utilizaciéon de elemen-
tos constitutivos del organismo, y por ello sus
elementos basicos estan presentes en la natu-
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raleza. Aunque las precauciones son muchas
(e incluso también los “miedos”) por su corto
tiempo de uso y la complejidad de la red fi-
siopatogénica sobre la cual se actla, las po-
sibilidades de la inmunoterapia son extraor-
dinarias. Partiendo del hecho de que a pesar
de la “infancia” los resultados obtenidos son
incuestionables, la baja toxicidad de practica-
mente todas estas aproximaciones y la amplia
implicacién del sistema inmunitario en la gran
mayoria de las enfermedades posicionan la
inmunoterapia como una esperanza de salud
para muchos pacientes.

En el fondo, sélo las mencionadas precau-
ciones (algunas basadas en el desconocimien-
to) y el planteamiento meramente farmacolé-
gico de la mayoria de las propuestas explican
que, por el momento, no se hayan planteado
propuestas de “terapia mdltiple”: mientras
que la “multiterapia” esta siendo aplicada con
éxito con antineoplasicos o con regimenes de
tratamiento antirretroviral de gran actividad
(TARGA) en la infeccién por el virus de la in-
munodeficiencia humana, por el momento no
hay propuestas de multiinmunoterapia a pesar
de que el conocimiento apunta a la efectivi-
dad de, por ejemplo, conjugar estimulaciones
antigénicas (“vacunas”) con modulacién con
citocinterapia (por ejemplo inmunomodulacion
de respuesta contra alérgenos con células den-
driticas tratadas en el contexto de citocinas
que promuevan una respuesta Thl). En reali-
dad, otra de las fortalezas de la inmunoterapia
es la diversidad de posibilidades terapéuticas:
es posible estimular, inhibir o regular la res-
puesta introduciendo cambios potencialmente
modulables. Por ello, puede ser necesaria la
combinacién de estrategias inmunoterapéuti-
cas para conseguir los efectos deseados.

Por dltimo hay que citar también, como
fortaleza de la inmunoterapia, la posibilidad
de adaptarse a cada individuo a lo largo de
su vida, en el fondo como ya hace el sistema
inmunitario en el individuo sano. Asi pues, si
en alguna area la medicina personalizada tie-
ne potencial de futuro, ésta sin duda sera la
inmunoterapia, puesto que es un elemento in-
trinseco a su funcion natural.

Comentarios y conclusiones

A partir de este andlisis DAFO cabe plantearse
qué acciones podrian llevarse a cabo para que
la inmunoterapia supere sus debilidades, y so-
bre todo las amenazas, que la limitan, a la vez
que para potenciar sus fortalezas en busca de
mayores oportunidades de desarrollo.

Sin duda son acciones a corregir el bajo
nimero de expertos inmunélogos y centros
dedicados a la inmunoterapia, una limitacién
especialmente importante en nuestro pais.
Solo el conocimiento y la racionalizacién que
éste puede aportar permitirdan un desarrollo
progresivo y eficiente de la inmunoterapia. Y
para ello son necesarios medios humanos y
materiales que vayan mas alla de proyectos de
investigacion y apliquen ya opciones terapéu-
ticas bien refrendadas.

A la vez, la mejora del conocimiento abrira
nuevas opciones que permitirdn mejorar la sa-
lud de la poblacién de manera personalizada
y adaptada a la fisiopatologia de las diversas
enfermedades.

En conclusion, con estas reflexiones per-
sonales espero aportar elementos de partida
que enriquezcan las presentaciones de los
expertos participantes en la jornada Nuevas
perspectivas en inmunoterapia, ahora en for-
ma de monografia.
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Generacion de nuevas estrategias
con anticuerpos monoclonales

L. Alvarez-Vallina
Unidad de Inmunologia Molecular, Hospital Universitario Puerta de Hierro, Majadahonda (Madrid)

Resumen: La presién evolutiva ha seleccionado los anticuerpos como moléculas clave del sistema
inmunitario en la defensa frente a los patégenos. Sin embargo, el desarrollo de las tecnologias para
generar anticuerpos monoclonales ha permitido su uso generalizado como agentes diagndsticos y
terapéuticos en numerosas enfermedades, incluyendo el cancer. Al contrario que las neoplasias
hematoldgicas, los tumores sélidos han demostrado ser relativamente resistentes a la accidn de los
anticuerpos monoclonales. En un intento de mejorar su eficacia antitumoral se han generado nuevos
formatos de anticuerpos monoclonales recombinantes, que en principio imitaron la estructura de las
immunoglobulinas nativas y generaron anticuerpos fundamentalmente bivalentes y monoespecificos.
En fechas mds recientes se han desarrollado nuevos formatos de anticuerpos multivalentes, con
mayor capacidad de penetracion tumoral, mediante la optimizacidn de parametros farmacocinéticos
y funcionales. Estos presentan una mayor eficacia antitumoral gracias a la incorporacién de nuevas
funciones efectoras. En este capitulo se revisan los recientes avances en el campo de la ingenieria
de anticuerpos y las nuevas estrategias terapéuticas basadas en el uso de anticuerpos monoclonales
recombinantes de tercera generacion.

Palabras clave: Anticuerpo monoclonal — Ingenieria de anticuerpos — Anticuerpo recombinante —
Trimerbody.

Anticuerpos monoclonales

La estructura basica de un anticuerpo (Ac)
estad formada por dos cadenas proteicas pesa-
das (H), unidas entre si por puentes disulfuro,
y dos cadenas ligeras (L), igualmente idénti-
cas entre si, que se unen individualmente a
cada una de las cadenas H por interacciones
covalentes y no covalentes (Fig. 1). Los pri-
meros 100 residuos de cada cadena son vir-
tualmente distintos en cada molécula de Ac
(region variable o V), mientras el resto de la
cadena es idéntica en cada Ac de una deter-
minada clase (regién constante o C). La zona
de unién con el antigeno (Ag) esta formada

por tres segmentos peptidicos no colineales
pertenecientes al dominio V,, y tres al domi-
nio V,, que se yuxtaponen para formar una
superficie o cavidad (paratopo) donde se aloja
la regién del Ag reconocida por el Ac (epito-
po). Los segmentos que lo forman reciben el
nombre de “regiones hipervariables” o “regio-
nes determinantes de la complementariedad”
(CDR, Complementary Determining Regions).
Cada molécula de Ac presenta tres regiones
unidas por un segmento polipeptidico flexible
denominado “regién bisagra”,! que tiene una
forma similar a una Y (Fig. 1A).

Hasta que se desarrollaron los anticuerpos
monoclonales (AcMo) en el afio 1975,2 el uso
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Cadena
pesada (H)

COOH

Anticuerpo murido  Anticuerpo humano

NH, ;Ii § ? ;

Anticuerpo
quimérico

Anticuerpo
humanizado

Figura 1. A) Estructura de un anticuerpo (Ac). Un Ac esta formado por dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L), y contiene dos zonas variables (cada una compuesta por una region V,, y una V,) que le confieren la
especificidad de unién. EI dominio Fc es la regidn efectora encargada de activar el complemento y de unirse
a diferentes tipos celulares. B) Diagramas esquematicos de diversos tipos de AcMo: muridos, humanos, qui-

méricos y humanizados.

clinico de Ac se centraba Unicamente en la
utilizacién de sueros policlonales, que con-
tienen una “mezcla” de Ac procedentes de la
activacién de distintos clones de linfocitos B.
El hibridoma es el resultado de la fusion de un
linfocito B, procedente del bazo de un animal
inmunizado con el Ag de interés, con una cé-
lula de mieloma que aporta la capacidad de
dividirse indefinidamente. De esta forma pue-
den obtenerse Ac producidos por un clon ce-
lular (monoclonales) que derivan de un unico
linfocito B. Estos AcMo son, por tanto, homo-
géneos y especificos de epitopos individuales,
y pueden producirse en grandes cantidades, lo
que les convierte en reactivos perfectamente
estandarizados.

Sin embargo, el uso clinico de los AcMo de
primera generaciéon presentaba importantes
limitaciones derivadas de su origen no huma-
no: corta vida media sérica, ineficaz recluta-
miento de funciones efectoras y problemas
inmunitarios. Una proporcién importante de
los pacientes tratados con AcMo desarrollan
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una respuesta inmunitaria (HAMA, Human
Anti-Murine Antibodies). Para solventar estos
obstaculos se desarrollaron nuevas técnicas
moleculares que han dado origen a los AcMo
de segunda generacién: quiméricos y humani-
zados. Un AcMo quimérico (AcMo-Q) es una
molécula artificial en la cual las regiones V
provienen de una inmunoglobulina (Ig) muri-
day las regiones constantes de una Ig humana
(Fig. 1B). Los objetivos fundamentales de la
quimerizacion son reducir la inmunogenicidad
y potenciar las funciones efectoras del AcMo
murido, manteniendo la especificidad y la afi-
nidad del AcMo original. La técnica implica el
aislamiento de los genes de las regiones Vy
V| a partir del hibridoma gue produce el AcMo,
su insercion en vectores de expresion que con-
tienen genes de una region C, o C_humana,
y la seleccién de los transfectantes generados
a partir de células de mamifero para la pro-
duccion y posterior purificacién del AcMo-Q.34
Numerosos trabajos han demostrado que los
AcMo-Q interaccionan de forma especifica con
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la diana reconocida por el AcMo mdurido origi-
nal, son capaces de mediar funciones efecto-
ras de forma eficiente y son mejor tolerados.
Como consecuencia se ha desarrollado una
gran variedad de AcMo-Q, algunos de los cua-
les han sido aprobados para uso terapéutico.

Sin embargo, en algunos casos los AcMo-
Q son capaces de inducir respuestas inmuni-
tarias (HACA, Human Anti-Chimeric Antibo-
dies). Asimismo, para reducir la inmunogeni-
cidad se desarrollaron los AcMo humanizados
(AcMo-Hz). Esta tecnologia consiste en el
trasplante de las regiones hipervariables (CDR
grafting) de un AcMo mirido entre las regio-
nes de entramado de un dominio V humano
(Fig. 1B).5® De este modo se genera un domi-
nio V hibrido ratén-humano y se transfiere una
especificidad de reconocimiento determinada
a una molécula que es completamente huma-
na en el resto de su secuencia.

El desarrollo de AcMo terapéuticos ha sido
tan vertiginoso que en la carrera para crear
moléculas mas eficaces y mejor toleradas se
han generado procedimientos para obtener
AcMo totalmente humanos (AcMo-H): gene-
racién de cepas de ratones transgénicos para
los loci de las Ig humanas’ y tecnologia de
genotecas de anticuerpos, mediante la “pre-
sentacién o exposicién” de repertorios de Ac
de la superficie de fagos filamentosos (phage
display).®

Actualmente hay mas de 30 AcMo apro-
bados para su utilizacién como farmacos en
humanos, y varias decenas se encuentran en
fase de ensayo clinico. El efecto terapéutico
de los AcMo *“desnudos” (IgG nativas) esta
determinado por sus propiedades como molé-
culas efectoras de la respuesta inmunitaria, o
por el reconocimiento de dianas especificas.
Entre las primeras se incluyen su capacidad
para activar células del sistema inmunitario
que expresan receptores para la porcion Fc
(FcR) de la Ig (mecanismos Fc-dependientes),
y su capacidad para desencadenar CDC (Com-
plement Dependent Cytotoxicity). Los AcMo
de las subclases 1gG, e IgG, interaccionan con
los receptores FcRyl (CD64), FcRylla (CD32),
FcRyllb y FcRylll (CD16), presentes en di-

ferentes tipos celulares. La activacién de los
FcR produce diferentes efectos, segln el tipo
celular: fagocitosis, liberaciéon de mediadores
inflamatorios y ADCC (Antibody-Dependent
Cell mediated Cytotoxicity). Entre los meca-
nismos Fc-independientes se incluyen la in-
duccién de la muerte programada (apoptosis),
el bloqueo de interacciones ligando/receptor,
la inhibicién de la angiogénesis y la activacion
de la respuesta inmunitaria (AcMo inmunoes-
timulantes).

Nuevos formatos de anticuerpos

Algunas caracteristicas de los AcMo nativos,
como su tamafio y su prolongada vida media,
pueden representar una limitacion para ser
utilizados in vivo como herramienta terapéu-
tica, en algunos contextos. La vida media tan
larga se debe a que su tamafio esta por en-
cima del umbral de filtracién glomerular y a
su capacidad para unirse al denominado FcR
neonatal (FcRn), que protege a la 1gG de su
degradacion en el endosoma. Por ello se han
generado diferentes tipos de fragmentos re-
combinantes derivados de Ac. Los fragmentos
Fv (25 kDa), formados por las regiones V, y V ,
son ideales para algunas aplicaciones diag-
nosticas y terapéuticas, pero la débil union
de las regiones V los hace inestables. Para
mejorar su estabilidad se han desarrollado
diferentes estrategias, entre las que destaca
la insercién de secuencias peptidicas flexibles
(linkers) entre las regiones V. El linker permi-
te el apareamiento intramolecular de ambos
dominios, para formar un sitio funcional de
union al Ag. Este formato, denominado scFv
(single chain Fragment variable) es uno de los
mas utilizados para generar nuevos formatos
y construir repertorios de Ac (Fig. 2).%° Sin
embargo, los fragmentos recombinantes con
un tamafo inferior a 60 kDa presentan limi-
taciones debido a su corta vida media, al ser
eliminados rapidamente por la orina.

Para aumentar la vida media se han pro-
puesto diferentes estrategias, cuyo objetivo es
la obtencién de Ac multivalentes, denomina-
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Figura 2. Clasificacion, segtn peso molecular (kDa) y valencia, de los principales fragmentos recombinantes
derivados de anticuerpos (Ac). Sélo aparecen aquellos Ac que se han utilizado en ensayos de imagen molecu-
lar o de los que se han descrito caracteristicas funcionales o estructurales que demuestran su multivalencia.

dos AcMo de tercera generacién, mediante la
asociacién de dos o mas fragmentos mediante
linkers de longitud variable, o con el uso de
proteinas de fusién que incorporan dominios
de oligomerizacién (Fig. 2).

Estrategias de multimerizacién basadas
en la modificacion de la longitud del linker

En la mayoria de los scFv, los dominios V,
y V, estan unidos por /inkers de 15 a 20
residuos, formados por una repeticion de
residuos glicina y serina (G,S), que propor-
cionan flexibilidad y solubilidad. Utilizando
linkers mas cortos se impide el apareamien-
to intramolecular entre los dos dominios de
la misma cadena, por lo que se produce un
apareamiento de los dominios V,y V, de dos
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cadenas distintas, creando dos sitios de unién
al Ag. Estos fragmentos bivalentes (Fig. 2),
denominados diabodies (30 kDa), presentan
una mayor afinidad funcional (avidez).!° Si el
linker es eliminado por completo, el resulta-
do es la formacion de trimeros de 80 kDa o
tetrdmeros de 110 kDa, denominados tria-
bodies o tetrabodies.''''? También es posible
combinar dos scFv introduciendo un /inker
adicional entre el extremo C-terminal de un
scFv y el extremo N-terminal de otro scFv, ob-
teniendo fragmentos (scFv), monoespecificos
o biespecificos'® (Fig. 2). Estos fragmentos
biespecificos (anti-CD19 x anti-CD3), deno-
minados BITE (Blspecific T-cell Engager), han
demostrado un enorme potencial terapéutico
e induccioén de regresion tumoral en pacientes
con linfomas no Hodgkin.1#15
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Estrategias de multimerizacion basadas
en dominios de oligomerizacion

Los dominios de dimerizacidn ricos en leucina
(zipper), presentes en las proteinas nucleares
JUN y FOS y en los reguladores de la trascrip-
ciéon GCN4 (en levaduras) y C/EBP (en células
de mamifero), presentaban excelentes propie-
dades para promover la formaciéon de com-
plejos oligoméricos.'®1” Estos conocimientos
fueron aprovechados para generar el minianti-
body (64 kDa), una proteina de fusién homo-
dimérica compuesta por el zipper de CGN4, la
region bisagra de la IgG, marida y un scFv.'s
La ventaja de este formato es su capacidad de
recuperar la bivalencia de las Ig, reduciendo
su peso molecular. Posteriormente se desa-
rrollaron otros disefios similares (bivalentes y
homodiméricos), como el minibody (80 kDa),
en el cual un scFv se une al dominio CH, de
una IgG mediante un /inker (Fig. 2). También
se han desarrollado otros formatos de Ac mul-
timéricos que intentan mantener la “fisono-

mia” del Ac nativo, por ejemplo mediante la
incorporacion de dominios de homodimeriza-
cion de origen procariético, como la fosfatasa
alcalina.!’® Cabe destacar la tecnologia deno-
minada “botén en ojal” (knob-into-hole), que
permite generar heterodimeros biespecificos
en formato de minibody.?° Otra estrategia de
multimerizacién consiste en la utilizacién del
complejo que forma la ribonucleasa bacteria-
na barnasa (12 kDa) con su inhibidor natural
barstar (10 kDa).?! Mediante esta estrategia
pueden obtenerse Ac diméricos y triméricos
de 85y 130 kDa, respectivamente.

La fusién de un scFv al factor de necro-
sis tumoral alfa (TNF-a) permitié generar
homotrimeros activos? con un peso molecu-
lar aproximado de 140 kDa (Fig. 2). Ambos
dominios de la proteina de fusion, el scFvy
el TNF-a, son funcionalmente activos y su
efecto terapéutico es superior al del TNF-a
aislado. Mediante la fusién de un scFv con
el complejo estreptavidina-biotina se ha obte-
nido un anticuerpo tetramérico de 170 kDa,

Alternative splicing 2
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Figura 3. A) La cadena alfa (o) del coldgeno presenta un dominio central de triple hélice discontinua, un largo
dominio de trombospondina N-terminal y un dominio no colagenoso (NC1) C-terminal. B) EI dominio NC1 se
compone de tres segmentos: una region de trimerizacion (TR) N-terminal, implicada en el ensamblaje, un
linker sensible a la accién de las proteasas, y un dominio globular compacto (endostatina) situado en el extre-
mo C-terminal. C) Diagrama esquematico de un dominio TRITE.
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denominado streptabody. Este formato es muy
estable y permite la incorporacién de scFv
con la misma o diferentes especificidades.?®
Un formato similar, tetramérico monoespeci-
fico,?* de aproximadamente 130 kDa, surge
mediante la fusién del dominio de tetrameri-
zacion de p53 con un scFv (Fig. 3).

Inconvenientes de las estrategias
de multimerizacion actuales

La mayoria de los Ac multivalentes genera-
dos mediante estrategias de multimerizacion
basadas en la modificaciéon de la longitud
del linker tienen importantes impedimentos
estructurales, asi como problemas de esta-
bilidad y de solubilidad. En general, los Ac
multivalentes generados con estrategias de
multimerizacion basadas en dominios de oli-
gomerizacion utilizan dominios de origen no
humano altamente inmunégenos, o bien do-
minios derivados de proteinas biolégicamente
activas, que afiaden funciones no requeridas
o indeseables, en muchos contextos.

Un nuevo concepto
de anticuerpo multivalente

El empleo de dominios de oligomerizacién de
origen humano es fundamental para generar
moléculas terapéuticas plenamente efectivas.
Una de las familias de proteinas con capaci-
dad de multimerizaciéon mejor estudiada es la
del colageno (Fig. 3). Datos previos indicaban
que una regién de 60 residuos, situada en el
dominio NC1, era la causante de la trimeri-
zacién no covalente de las cadenas alfa del
colageno.?® Nuestro grupo ha demostrado que
la fusion de esta region de trimerizacién (TR)
al extremo C-terminal de un scFv confiere un
estado trimérico al anticuerpo generado,?®
que ha sido denominado trimerbody. Los Ac
en formato frimerbody se aislan en forma
funcional a partir de medio condicionado de
las células transfectadas, y son facilmente
purificados mediante cromatografia;?” son tri-
méricos en solucién y poseen una excelente
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estabilidad y capacidad de unién al Ag. Los
estudios mediante resonancia del plasmén
superficial (Biacore) han demostrado que un
trimerbody tiene una afinidad funcional unas
100 veces mayor, en comparacién con un
scFv monovalente.?®

El efecto avidez hace del trimerbody un for-
mato muy competitivo respecto a los multiva-
lentes convencionales diméricos (por ejemplo,
minibody). El analisis del modelo tridimen-
sional del trimerbody sugiere una estructura
con forma de tripode con los dominios scFv
orientados hacia fuera. La flexibilidad entre
los dominios de unién al Ag, requeridos para
el entrecruzamiento (cross-linking), es otro
aspecto importante en el disefio de Ac mul-
tivalentes de receptores de superficie. Segln
nuestros calculos, en un trimerbody los scFv
tienen un &rea de influencia unas 11 veces
mayor que otros formatos bivalentes, como el
minibody, aumentando asi la probabilidad de
una segunda interaccion efectiva.?® La unién
multivalente reducira la constante de diso-
ciacion (off rates), y aumentara el tiempo de
retencion del Ac unido al Ag.

El potencial del formato trimerbody para la
localizaciéon de depésitos tumorales in vivo se
ha estudiado en varios modelos experimenta-
les de cancer humano en ratones desnudos.?
Un trimerbody que reconoce un antigeno aso-
ciado a un tumor localiza, de manera rapida y
especifica, tumores in vivo. La maxima sefial
se observ6 a las 5 horas de la inyeccion del
trimerbody marcado. Es importante destacar
que un trimerbody con especificidad frente a
un Ag irrelevante no localizé tumores in vivo.??

Ventajas del formato trimerbody

La simplicidad, la valencia, la estabilidad y la
enorme plasticidad del formato trimerbody le
confieren una gran ventaja frente a los AcMo
convencionales y frente a los formatos de Ac
multivalentes actualmente existentes (Fig. 2).
El formato trimerbody es la base ideal para
el desarrollo de la nueva generaciéon de molé-
culas terapéuticas, cuyas caracteristicas mas
representativas son (Fig. 4):
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¢ Hasta seis dominios de unién
¢ Mayor afinidad funcional (avidez)

Multivalencia
. e o e Capacidad de unir hasta seis
Multiespecificidad antri)genos distintos

e Configuracion trimérica: 60 kDa (nanobody)
Menor tamafio a 105 KDa (scFv)

LETIE LU ERCE LN o Configuracion hexamérica: 105 KDa (nanobody)
a 195 KDa (scFv)

Funciones ¢ Estructura extremadamente flexible, permite
efectoras la fusion de diferentes dominios efectores:
citocinas, toxinas, etc.
No inmunégeno ¢ Proteina muy abundante
en el cuerpo humano
Estabilid * Estable en suero y en ambientes
R ricos en proteasas
Ingen e La ingenieria es muy simple y permite
g
muy ple multiples configuraciones

Figura 4. Principales caracteristicas del formato trimerbody y ejemplos de configuraciones. Configuraciones
trivalentes monoespecificas (A y B): N-trimerbody basado en dominios de unién en formato scFv (A) y N-tri-
merbody basado en dominios de unién VHH (nanobody) (B). Configuraciones hexavalentes (C y D): single-chain
N-/C-trimerbody biespecifico basado en dominios de unién en formato scFv (C) y single-chain N-trimerbody

con dominio efector C-terminal (D).

e Multivalencia: hasta seis posibles valencias.

e Multiespecificidad: por su capacidad de
unir varias dianas diferentes.

e Tamafio y configuracién adaptables: su ta-
mafio esta por encima del limite de filtra-
cion renal, lo que aumenta su vida media,
y por debajo del tamafio de los AcMo con-
vencionales, lo que le permite aumentar la
penetracion tumoral.

¢ No inmunégeno: secuencia completamente
humana.

 Estabilidad: tanto en suero como en am-
bientes ricos en proteasas.

* Sencillez: ingenieria molecular sencilla.

¢ Adicién de funciones efectoras: citocinas,
toxinas, etc.

El efecto avidez, aportado por la adiciéon de
un tercer scFv asociado con la “geometria Uni-
ca”, derivada de la estrategia de trimerizacién
utilizada, y su tamafio ajustable, hacen que
el formato trimerbody sea superior al patrén
de referencia de los Ac multivalentes actua-

les (minibody) en determinadas aplicaciones
clinicas, como la localizacion tumoral (tumor
targeting), el trapping molecular y el entre-
cruzamiento de receptores de superficie como
agonista (cross-linking).
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DISCUSION

A. RiBas: La investigacion con ratones inmu-
nodeficientes con xenoinjertos que nos has
mostrado constituye el primer paso de los
estudios in vivo. ;Habéis probado un trimer-
body murido en un ratén inmunocompetente
0 un trimerbody humano en un primate para
ver su farmacocinética y comprobar su efi-
cacia?

L. Awarez-VaLLiNA: En la actualidad estamos
realizando estudios de biodistribucién y lo-
calizacion con trimerbodies N-terminal y
hexavalentes en modelos muridos inmunode-
ficientes, para tener una idea general de su
comportamiento. En relacion a tu pregunta,
si hemos hecho algln estudio con trimerbo-
dies completamente muridos, con la secuen-
cia del colageno 18 y un dominio de union
murido en ratones normales, para compro-
bar la posible inmunogenicidad de dichas
moléculas. Hemos observado que, tras una
administracion repetida y sistémica de es-
tos trimerbodies, no hay una respuesta in-
munitaria relevante, ni sérica ni celular. Por
otro lado, con nuestro control positivo, en el
cual forzamos la inmunizacién mediante el
uso de adyuvantes, si detectamos una res-
puesta inmunitaria tanto frente al dominio
de unién como al de trimerizacién. Aln no
tenemos datos concluyentes, pero creemos
que los trimerbodies no seran especialmente
inmunoégenos. Ademas, un trabajo publicado
por un grupo de Seattle demuestra que en
pacientes normales pueden detectarse trazas
de colageno 18 en suero, que indican que la
proteina es tolerable.

A. RiBas: ;Se dispone de datos farmacociné-
ticos de estos compuestos en ratén y sobre
si son similares a una inmunoglobulina de
ratén?

L. Awarez-VaLLiNA: Sélo tenemos datos muy
preliminares, pero un trimerbody N-terminal
sencillo, de la primera generacion, sin domi-
nios Fc, tiene una vida media de 3 a 4 ho-

ras, por lo que las propiedades de los trimer-
bodies son muy favorables para aplicaciones
diagnosticas, es decir, utilizar la molécula
como guia para llevar algo hasta el tumor. El
trimerbody circula por el torrente sanguineo
varias veces y se elimina rapidamente, con
lo cual su proporcién sangre/tumor es muy
favorable, mucho mas que la de una inmu-
noglobulina.

J. YacUEe: Desde el punto de vista terapéutico,
isabéis qué capacidad de difusion tienen
estas moléculas en las distintas cavidades
(articular, barrera hematoencefélica, etc.)?
;Es similar a la de una inmunoglobulina?

L. Awarez-VaLina: No tenemos datos tan ex-
haustivos porque se salen del ambito acadé-
mico y de un laboratorio normal. Para obte-
nerlos es necesario disponer de la colabora-
cion de empresas y de gente que nos pueda
ayudar. No disponemos de datos directos
sobre si pueden atravesar la barrera hema-
toencefélica o si llegan a las articulaciones
mejor o peor que las inmunoglobulinas. En
mi opinién, creo que su capacidad de difu-
sién sera mayor, tanto por su tamafio como
por su disefio, y probablemente alcanzaran
concentraciones més altas en las cavidades.

C. Muiioz: A partir de la charla ha quedado
muy clara la aplicaciéon diagnéstica de los
trimerbodies, ;pero habéis pensado en apli-
caciones terapéuticas? Es decir, ;qué modi-
ficaciones harias para que los trimerbodies
pudieran mediar mecanismos efectores?

L. Awvarez-VaLLina: Una de las aplicaciones te-
rapéuticas obvias es la generacién de bies-
pecificos, gracias a la polivalencia. Aunque
hay que tener cuidado con los anti-CD3,
ya que no podemos generar un trimerbody
biespecifico con tres anti-CD3, porque pro-
vocaria una activacién sistémica generali-
zada. Actualmente estamos trabajando en
un trimerbody que sélo tenga una copia de
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anti-CD3 y tres copias de antitumor, con lo
que se garantizaria la ausencia de entrecru-
zamiento (cross-linking) tumoral, no habria
una activacion sistémica de los linfocitos T
y probablemente podrian activarse los de-
positos tumorales de una forma mucho mas
eficiente que los anticuerpos tipo BITE, que
son los anticuerpos biespecificos que ahora
estan teniendo tanto éxito. En resumen, uno
de los principales focos en el tratamiento del
cancer es conseguir anticuerpos biespecifi-
cos que produzcan un entrecruzamiento de
CD3 y que nos permitan redirigir el sistema
inmunitario hacia el tumor.

M. peL VaL: ;jLos trimerbodies son capaces de
detectar las metastasis?

L. Awarez-VaLLina: Por ahora sélo hemos tra-
bajado con trimerbodies marcados con fluo-
rocromos que emiten en el infrarrojo cerca-
no, por lo que los datos son limitados, ya
que la tecnologia va por detras del disefio
molecular. Nosotros creemos que los tri-
merbodies con biomarcadores adecuados y
el uso de tecnologia de imagen por emision
de fotén Gnico (PET) més avanzada (o algo
equivalente) si permitiran localizar micro-
metéstasis.

C. Juirez: Volviendo a la relacién de los tri-
merbodies con el sistema inmunitario, creo
que estas moléculas presentan un potencial
inmenso, pero la desconexién con el sistema
inflamatorio es evidente por los sistemas de
activacion de complemento, por ejemplo.
;0s habéis planteado conectar estas molé-
culas con los sistemas clasicos de inflama-
cién, como ya hacen algunos anticuerpos
monoclonales en terapéutica?

L. Awvarez-VaLLina: Este tipo de moléculas per-
mite afiadir, en cualquiera de los extremos,
tanto dominios de anticuerpos como toxinas,
citocinas, inhibidores endégenos de la angio-
génesis, etc. Actualmente, en el laboratorio
tenemos datos preliminares de trimerbodies
con endostatina, un inhibidor endégeno, y
también con una citocina, y hemos observa-
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do que se expresa muy bien. Como dices, es
una forma de poder afiadir dominios y fun-
ciones efectoras adicionales, y creo que es
una linea importante a desarrollar.

F. Ruiz-CaBeLLo: Enfocado al disefio de estruc-
turas biespecificas, jen qué medida el dise-
fio de oligomerizacién con el dominio de co-
lageno introduce més rigidez al trimerbody
en comparacion con la rigidez que tiene una
inmunoglobulina convencional?

L. Awarez-VaLuina: Estos trimerbodies tienen
mayor plasticidad que los anticuerpos nor-
males debido a que su dominio de oligomeri-
zacion esta compuesto por sélo 50 residuos,
y poseen conectores flexibles de longitudes
variables en los dos dominios terminales, el
amino y el carboxi-terminal. Nuestro domi-
nio de unién es muy pequefio, sobre todo en
comparacién con el de otras compafiias que
poseen centenares de residuos, por lo
que nuestros dominios de oligomerizacién
permiten mucha flexibilidad, ademas de ser
muy practicos y faciles de manipular.

N. Prats: jHabéis realizado estudios compara-
tivos de la regresién de los tumores frente a
otro anticuerpo?

L. Awarez-VaLLina:  Estamos  desarrollando
un modelo con el que podamos compa-
rar un anticuerpo BITE con un trimerbody
biespecifico que reconoce CD3 y antigeno
carcinoembrionario (CEA). La dificultad de
trabajar con este modelo es que usamos do-
minios que reconocen antigenos humanos,
por lo que en primer lugar debe inocularse
el tumor al modelo experimental y luego
realizar una inoculacién repetida de células
humanas (PBL). Con este modelo veremos
si nuestra hipdtesis inicial es cierta o no, es
decir, si conseguimos inducir la regresién
del tumor.

L. Graca: Si el funcionamiento de los trimer-
bodies depende de su proximidad a los lin-
focitos T, ;cémo funciona la penetracién en
las masas tumorales?
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L. Awvarez-VaLLINA: Las masas tumorales tienen
una vasculatura muy irregular, con zonas
que presentan una barrera endotelial irregu-
lar, por lo que las moléculas entran mejor.
Creemos que la mayor parte de trimerbodies
pueden entrar facilmente por esas zonas.
Pero, por otro lado, también cabe la posibi-
lidad de que los trimerbodies penetren en el
tumor mientras estan asociados a los linfo-
citos T que infiltran el tumor.

D. Jaraauemapa: ;Qué posibilidades hay de
que se genere una respuesta anticolageno?

L. Awarez-VaLuina: Es dificil que se produzca
dicha respuesta porque el colageno es una
molécula muy ubicua, es una de las protei-
nas mas importantes en el cuerpo humano.
Ademas, hay datos que sugieren que pueden
detectarse, en los pacientes, fragmentos cir-
culantes que contienen el dominio NCI.
Adicionalmente, también hemos hecho al-
gun experimento animal utilizando el domi-

nio del colageno murido en ratones inmuno-
competentes y no hemos detectado una res-
puesta inmunitaria apreciable, lo que indica
que la aplicacién de los trimerbodies por via
sistémica o intravenosa seria tolerable.

A. RiBas: jHabéis considerado marcar radiac-
tivamente los trimerbodies para poder hacer
un seguimiento durante su uso en pacien-
tes?

L. Awarez-VaLLina: Es uno de los proyectos
en los que actualmente estamos trabajan-
do en colaboracién con un centro en San
Sebastian (CIC bioMAGUNE) que tiene una
unidad de radiofarmacia importante, donde
ahora realizamos estudios de biodistribu-
cion y pretendemos conjugar los trimerbo-
dies con radiondclidos. Por otro lado, tam-
poco descartamos el uso de hexavalentes,
que tienen una vida media de 6 a 8 horas,
con los que podriamos obtener alguna apli-
cacion diagnostica.
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Resumen: £n /os dltimos afios, el desarrollo de la nanotecnologia estd encontrando muchas aplicacio-
nes en diversos campos, como por ejemplo la industria textil, la automocion, la energia, la alimenta-
cién, el medio ambiente y también la medicina. Las nanoestructuras pueden ofrecer muchas ventajas
en el drea de la biomedicina: marcapasos mds pequefios y seguros, catéteres con recubrimientos
antibacterianos y nuevas estructuras para terapia regenerativa. Asimismo, han contribuido en el diag-
ndstico in vitro (lab-on a chip, técnicas de multideteccion o necesidad de menor cantidad de muestra)
y en el diagndstico in vivo, y en tratamientos en los cuales la nanotecnologia puede ofrecer farmacos
de liberacion controlada, de terapia dirigida y con multifuncion (transporte de farmaco, imagen, hi-
pertermia, magnético). Sin embargo, aunque las nanoestructuras en aplicaciones biomédicas pueden
mostrar claros beneficios, hay algunos aspectos muy importantes a considerar, como son su toxicidad
vy su inmunogenicidad. Ademas, el tamafio nanométrico hace que puedan interaccionar mejor con
los sistemas bioldgicos, por lo que resulta necesario un completo estudio de su biocompatibilidad y
biodistribucion en el organismo. El potencial que tiene la gran variedad de nanoestructuras en el cam-
po biomédico es enorme, y ofrece una gran diversidad de propiedades bioldgicas y fisico-quimicas.
Sin embargo, puesto que pueden interaccionar y afectar a los sistemas bioldgicos, es necesaria una
compleja y extensa caracterizacion previa, y llevar a cabo estudios de biocompatibilidad e inmuno-
genicidad.

Palabras clave: Nanotecnologia — Inmunogenicidad — Biocompatibilidad — Nanomedicina — Nanoes-
tructuras — Funcionalizacién con anticuerpos.

Nanotecnologia

El prefijo “nano” deriva del griego y significa
“enano”. En ciencia se utiliza como unidad
de medida de longitud, para determinar una
milmillonésima parte de un metro, y por tanto
102 m es 1 nm, que es decenas de miles de
veces mas pequefio que el grosor de un cabe-
[lo humano.

Los recientes avances de la comunidad
cientifica que permiten observar, controlar y
manipular a escala nanométrica, han abierto
un nuevo campo de investigacién: la nano-
tecnologia. Las posibles aplicaciones de esta
nueva ciencia basada en el desarrollo de ma-

teriales nanoestructurados y de nuevas herra-
mientas que actlan a este nivel, ha generado
un area con gran potencial y con un enorme
impacto social y econémico.

Para comprender las posibilidades que
ofrece esta nueva tecnologia es clave saber
que las nanoestructuras son mucho mas pe-
quefas que las células humanas (de unas 10
a 20 p de diametro) y que muchos de sus or-
ganulos. Las nanoparticulas son similares, en
tamafio, a las grandes macromoléculas bio-
|6gicas tales como enzimas y receptores. Por
ejemplo, la hemoglobina tiene un didmetro de
5 nm, la bicapa lipidica que rodea a las célu-
las es del orden de 6 nm de espesor (McNeil,
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Figura 1. Fundamento de un biosensor para detectar células tumorales con nanoparticulas de oro y anticuer-
pos. Sobre la superficie de un electrodo (imagen izquierda) se depositan células tumorales que expresan un
determinado marcador de membrana (A) o células que no lo expresan (B). Posteriormente se realiza una detec-
cion electroquimica (De la Escosura-Mufiiz et al., 2009). (Técnica patentada.)

2005), y un anticuerpo 1gG tiene un tamafio
de 12 x 15 nm.

Nanomedicina

Uno de los sectores mas sensibles donde se
espera que la nanotecnologia tenga un gran
potencial es en el campo biomédico, tanto
en el diagnoéstico in vitro como in vivo, en el
desarrollo de nuevos materiales para prétesis,
suturas, etc., e incluso en terapéutica. Esta
nueva ciencia, denominada Nanomedicina,
ofrece oportunidades Unicas para el disefio
de nuevos instrumentos clinicos y para me-
jorar los ya existentes, asi como para el de-
sarrollo de nuevos biosensores; sobre todo,
las nanoparticulas se han propuesto para ser
utilizadas con fines biomédicos debido a su
gran versatilidad como transportadores de
farmacos, como adyuvantes en vacunas, para
la destruccién de células tumorales mediante
hipertermia y como agentes de contraste.

En el campo de la deteccién, la nanotec-
nologia ofrece unas posibilidades inmensas,
bien con el uso de nanoparticulas solas o
combinadas con anticuerpos. Como ejemplo,
nuestro grupo, en colaboracién con el del Dr.
Arben Mercogi del Instituto Cataldn de Na-
noelectrénica (De la Escosura-Mufiiz et al.,
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2009), ha desarrollado un biosensor capaz de
detectar células tumorales sobre la superficie
de electrodos de carbono utilizando nanopar-
ticulas de oro conjugadas con anticuerpos
(Fig. 1).

Dentro del campo terapéutico, numerosos
grupos de investigacién estan desarrollando
nanoparticulas con multitud de aplicaciones
(Tabla 1), como la liberaciéon de farmacos de
forma controlada, que destruyan de forma es-
pecifica células tumorales, que atraviesen la
barrera hematoencefalica, que actien como
adyuvantes y permitan el disefio de nuevas va-
cunas, que posibiliten la utilizacién de hiper-
termia o terapia fotodindmica, y un largo etcé-
tera (Koping-Hoggard et al., 2005; Lee et al.,
2007; Valdivia Uria et al., 2007). Su tamafio
nanométrico les permite atravesar muchas
estructuras e interactuar facilmente con las
biomoléculas en la superficie y en el interior
celular. Al poder interaccionar con estructuras
de una célula viva, como receptores, acidos
nucleicos, factores de transcripcién y otras
proteinas de sefializacién, podrian usarse para
comprender las complejas redes de sefializa-
cion y los procesos de transporte que regulan
el comportamiento celular y los cambios que
sufren durante los procesos de enfermedad.

Las nanoparticulas, en comparacioén con las
terapias convencionales, pueden ofrecer im-
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TABLA |. Resumen de las principales caracteristicas y posibles aplicaciones de los diferentes tipos de nano-

particulas en biomedicina.

Nanoestructuras Caracteristicas Posibles aplicaciones biomédicas
Nanoshells 10-300 nm, formadas por un nucleo de silice Agentes de contraste y liberacion
y una capa de un compuesto metélico de farmacos
De carbono
Nanotubos Compuestos alargados de carbono de Agentes de contraste, terapia
1 nm de didmetro, con una o varias génica, transporte de farmacos,
capas concéntricas biosensores y vacunas
Fullerenos Compuestos constituidos por 60 atomos de Transporte de farmacos, agentes
carbono formando un espacio cerrado y de contraste, antioxidantes y
simétrico con forma de balén de futbol bactericidas
Poliméricas Formadas por polimeros no biodegradables Liberacion de farmacos, vacunas

y biodegradables, de origen natural o

Dendrimeros

sintético, o0 mezcla de ambos tipos

Estructuras globulares generadas por
repeticion de polimeros sintéticos
compuestas por un ndcleo y varias
capas con grupos terminales activos

Liberacion de farmacos

Metalicas

De oro Formadas por oro, recubierto o no con Biosensores, agentes de contraste
biomoléculas o polimeros orgéanicos y termoablacién

QD Estructura fluorescente de 2 a 10 nm,
constituida por un nicleo de algin Diagnéstico por la imagen y
elemento de los grupos |-Vl y por una tratamiento del cancer
capa de ligandos o polimeros anfipaticos

Magnéticas Compuestas por un ndcleo inorgénico de Agentes de contraste

oxido de hierro u otros metales, recubierto o
no con biomoléculas o polimeros organicos

Nanoliposomas
y nanomicelas

Vesiculas esféricas cerradas formadas
principalmente por fosfolipidos

Transporte de agentes bioactivos,
liberacion de farmacos y
tratamiento del cancer

portantes ventajas, como son una disminucién
en los efectos secundarios de los farmacos tra-
dicionales, una mayor versatilidad en el dise-
flo de las formulaciones debido a que pueden
unirse a diversos compuestos tales como far-
macos, anticuerpos, péptidos, DNA, hidratos
de carbono, etc. (Vicent y Duncan, 2006).
Ademas, sus propiedades 6pticas, eléctri-
cas 0 magnéticas pueden emplearse para ma-
tar células tumorales mediante tratamientos

de hipertermia utilizando longitudes de onda
dentro del rango del infrarrojo cercano (Hirsch
et al., 2003). Recientemente se ha aprobado
un tratamiento local con nanoparticulas ferro-
magnéticas para pacientes con tumores cere-
brales empleando hipertermia combinada con
radioterapia (Maier-Hauff et al., 2011).
Mientras que el desarrollo de nuevos nano-
materiales no biodegradables esta creciendo
exponencialmente, aunque con lenta intro-
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Tabla Il. Agentes terapéuticos basados en nanoparticulas aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)

de Estados Unidos.

Composicién Nombre (compaiiia) Indicacién Via
Liposomas
L. amfotericina B Abelcet® (Enzon) Infecciones fungicas i.v.
L. amfotericina B AmBisome® (Gilead Sciences) Hongos y protozoos V.
L. citarabina DepoCyt® (SkyePharma) Meningitis criptocécica it
L. daunorubicina DaunoXome® (Gilead Sciences) Sarcoma de Kaposi V.
L. doxorubicina Myocet® (Zeneus) Céncer de mama i.V.
Vacuna liposémica IRIV ~ Epaxal® (Berma Biotech) Hepatitis A i.m.
Vacuna liposémica IRIV  Inflexal® (Berma Biotech) Gripe i.m.
L. morfina DepoDur™ (SkyePharma, Endo) Analgésico poscirugia e.
L. verteporfina Visudyne® (QLT, Novartis) Degeneraciéon macular iV,
L con PEG doxorubicina  Doxil® Caelyx® (Ortho Biotech, Sarcoma de Kaposi, cancer i.m.
Schering-Plough) de mama y ovarico
Micela estradiol Estrasorb™ (Novavax) Menopausia t.
Polimeros
Copolimero de L-Glu, Copaxone® (TEVA Pharmaceuticals) Esclerosis multiple s.C.
L-Ala, L-Lys y L-Tir
Metoxi-PEG-poli Genexol-PM® (Samyang) Céancer de mama iV,
(D,L-lactido) taxol
PEG-ADA Adagen® (Enzon) Inmunodeficiencia i.m.
grave combinada
PEG-antiVEGF apramer  Macugen® (0S| Pharmaceuticals) Degeneracién macular i.r.
PEG-a interferén 2a Pegasys® (Nektar, Hoffmann-La Roche)  Hepatitis By C s.C.
PEG-GCSF Neulasta® (Amgen) Neutrocitopenia s.C.
PEG-HGF Somavert® (Nektar, Pfizer) Acromegalia s.C.
PEG-L Asn Oncaspar® (Enzon) Leucemia i.v., i.m.
linfoblastica aguda
Poli(clorhidrato Sevelamer® (Genzyme) Enfermedad renal V.0.
de alilamina)
Otros soportes
Paclitaxel-albumina Abraxane® (Abraxis, Bioscience, Cancer de mama iv.
AstraZeneca)
Nanocristales de Emend® (Elan, Merk) Antiemético V.0.
aprepitant
Nanocristales de Tricor® (Elan, Abbott) Antihiperlipidémico V.0.
fenofibrato
Nanocristales Rapamune® Inmunosupresor V.0.

de sirolimus

(Elan, Wyeth Pharmaceuticals)

ADA: adenosina desaminasa; e.: epidural; GCSF: factor estimulador de colonias de granulocitos; HGF: factor de crecimien-
to de hepatocitos; i.m.: intramuscular; i.r.: intravitrea; IRIV: Immunopotentiating Reconstituted Influenza Virosomes; i.t.:
intratecal; i.v.: intravenosa; PEG: polietilenglicol; s.c.: subcuténea; t.: tépica; VEGF: factor de crecimiento del endotelio
vascular; v.o.: via oral.
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duccién en clinica, numerosos agentes tera-
péuticos basados en nanoparticulas biodegra-
dables, como son los liposomas, los polimeros
u otros compuestos, llevan ya tiempo en el
mercado (Tabla I1).

Toxicidad

En la actualidad, la mayoria de los trabajos
publicados se centran en la obtencién de
nuevas nanoparticulas y en su caracterizacion
fisico-quimica, pero es necesario también di-
sefiar y establecer técnicas normalizadas que
nos permitan evaluar de una forma fidedigna
su posible toxicidad. Por ejemplo, no hay mu-
chos datos sobre sus posibles efectos téxicos
en células humanas, y muchas de las nanoes-
tructuras estan destinadas a su uso en huma-
nos por via intravenosa, por lo que entraran
en contacto con las células del endotelio y de
la sangre periférica (hematies y células leu-
cocitarias) y con otros componentes sangui-
neos (plaquetas, proteinas de la cascada de la
coagulacion, del complemento, etc.); también
podrian entrar por via inhalada, por lo que es
crucial conocer su comportamiento sobre cé-
lulas pulmonares, o si lo hacen por otras vias
(como por ejemplo via cuténea, ocular, etc.).
Se hace imprescindible realizar estudios de

toxicidad y biocompatibilidad de estas nano-
particulas en distintos tipos celulares antes
de su uso in vivo (Fig. 2).

Otro de los problemas en la evaluacion de
la posible toxicidad es la gran diversidad de
protocolos utilizados en los trabajos publica-
dos, que dificulta la comparacién entre los
distintos estudios y la determinacién de si la
citotoxicidad observada es fisiolégicamente
relevante (Lewinski et al., 2008). La Comu-
nidad Econémica Europea ha puesto en mar-
cha proyectos de investigacion y redes con el
fin de iniciar la estandarizacion de métodos
y la bldsqueda de patrones de nanoparticu-
las. Nuestro grupo se encuentra integrado en
un proyecto europeo denominado HINAMOX
(Health Impact of Engineered Metal and Me-
tal Oxide Nanoparticles: Response, Bioima-
ging and Distribution at Cellular and Body Le-
vel) para estudiar el efecto de nanoparticulas
metélicas y 6xido-metélicas en la salud huma-
na. En este sentido, es importante destacar
que las caracteristicas fisico-quimicas de las
nanoparticulas, el tipo celular utilizado y el
método para evaluar la toxicidad son factores
clave a la hora de disefiar el estudio.

La actividad biolégica de las nanoparticu-
las depende de sus caracteristicas fisicas y
quimicas, tales como el tamafio y la forma,
la composicion superficial (carga e hidrofobi-

Viabilidad de células NCI H460 con ZnO
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Figura 2. Estudio de muerte celular (dependiente de la dosis) inducida por nanoparticulas de éxido de zinc en
células NCI H460 y SK-MES-1 (Lozano et al., 2011). DL50: dosis letal 50.
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Figura 3. Microscopia dptica (objetivo 40x) de distintas nanoparticulas en medio con suero bovino fetal: A: sélo
medio; B: nanoparticulas de FeOx; C: nanoparticulas de TiOx; D: nanoparticulas de CeO,; E: nanoparticulas
de ZnO.

cidad), el grado de dispersion o agregacion,
la composiciéon quimica, la solubilidad, la
dosis, la pureza, etc. (Powers et al., 2006).
Muchas de estas caracteristicas pueden ser
modificadas como resultado del contacto en-
tre la cubierta externa de las nanoparticulas y
los fluidos biolégicos, e influye en su posterior
interaccion con los componentes sanguineos.
Por ejemplo, es muy frecuente observar que
nanoparticulas estables en agua o etanol se
agreguen en presencia de medios fisiolégicos
y suero (Lozano et al., 2011) (Fig. 3).

Por otra parte, las proteinas sanguineas,
como la albimina, las apolipoproteinas, las
inmunoglobulinas y las moléculas de la cas-
cada de activacién del complemento y de la
coagulacién, entre otras, pueden unirse ines-
pecificamente a la superficie de los nanoma-
teriales y provocar su opsonizacién (Gessner et
al., 2003; Salvador-Morales et al., 2006), fa-

Figura 4. Macréfagos mdridos que han fagocitado
nanoparticulas de hierro y zeolita.

26

voreciendo la fagocitosis de las nanoparticulas
por parte de los macréfagos (Fig. 4) (Diaz et
al., 2008). Esto puede dar lugar a una reduc-
cion en la vida media de las nanoparticulas en
el sistema circulatorio y alterar su estabilidad,
induciendo su precipitacién y agregacion.

La adsorcion de las proteinas a la superfi-
cie de las nanoparticulas depende de las ca-
racteristicas de la cubierta, de la composicién
y del método de sintesis de la nanoparticula
en cuestién. Se sabe que alterando la carga
de la superficie afiadiendo diferentes grupos
funcionales pueden modificarse las propieda-
des hidréfilas de la nanoparticula y su vida
media, a la vez que disminuye la interaccién
con proteinas o receptores que estimulan la
fagocitosis (Dobrovolskaia y McNeil, 2007).
Por ejemplo, las nanoparticulas con su super-
ficie recubierta de polietilenglicol (PEG) unen
menos proteinas que las que no poseen esta
modificacién en su superficie, y en algunos
casos también disminuyen su toxicidad (Diaz
et al., 2008) (Fig. 5).

Esterilidad

Otro factor muy importante es la esterilidad
de las nanoparticulas. Previamente a su uso
in vivo hay que asegurarse de que las nano-
particulas son estériles y de que no contienen
endotoxinas bacterianas contaminantes. Algu-
nos de los ensayos para determinar la presen-
cia de endotoxinas ampliamente utilizados
interfieren con las propias nanoparticulas, lo
que hace necesario disefiar nuevos métodos.

Con respecto a qué tipo de esterilizacion
utilizar, depende de la composicién, del tama-
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Figura 5. Porcentaje de muerte en células humanas incubadas con distintas dosis y tipos de nanoparticulas.
El recubrimiento con polietilenglicol (PEG) hace que la nanoparticula de silice disminuya su toxicidad (Diaz

et al., 2008).
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Figura 6. Nanoparticulas de oro antes (A) y después de ser esterilizadas mediante radiacion ultravioleta (B), gas
plasma (C), éxido de etileno (D), formaldehido (E) y autoclave (F) (Franca et al., 2010).

fio y del recubrimiento de la nanoparticula, ya
que cada clase de método puede afectar a un
tipo u otro. En un estudio realizado por nues-
tro grupo, nanoparticulas de oro recubiertas
con PEG fueron sometidas a cinco procedi-
mientos de esterilizacion diferentes (Fig. 6) y
se observd que el gas plasma las afectaba de

forma importante (produciendo coalescencia
y agregacion), por lo que este método, muy
utilizado en diversos centros hospitalarios,
no podria usarse para esta nanoestructura en
concreto (Franca et al., 2010). Sin embargo,
otras nanoparticulas de oro de menor tamafio
y recubiertas de tiopronina no se afectaban
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por gas plasma, pero si por otros métodos de
esterilizacién. Estos resultados confirman que
para cada nanoestructura hay que hacer un
estudio exhaustivo para conocer qué método
de esterilizacion podria ser el méas adecuado.

Inmunogenicidad

Otro de los principales aspectos que deben
cumplir las nanoparticulas transportadoras
de farmacos es ser inmunolégicamente neu-
tras una vez administradas en el organismo,
mientras que aquellas que queramos utilizar
en vacunas nos interesard que potencien al
sistema inmunitario. Las células inmunitarias
reconocen de forma muy eficaz patégenos y
particulas extrafias al organismo, y pueden
generar diversas respuestas inmunitarias
(fagocitosis, produccién de radicales libres
de oxigeno [ROS, reactive oxygen species] y
nitrégeno, activaciéon del complemento, pro-
duccioén de citocinas, anticuerpos, etc.) para
Ilevar a cabo su destruccion. Las nanoparticu-
las son elementos extrafios al organismo (Fig.
7) y, por tanto, pueden ser reconocidas por
las células del sistema inmunitario de forma
semejante a como lo hacen con diversos pat6-
genos (virus, bacterias, hongos...).

Ademas, muchas nanoparticulas tienen un
tamafio y forma semejantes a elementos tales

Figura 7. Las nanoparticulas son elementos extra-
Aos al organismo, e igual que el sistema inmunita-
rio reconoce y destruye patégenos, puede reconocer
también a las nanoparticulas.
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como los virus. Asi, las nanoparticulas pueden
estimular o suprimir la respuesta inmunitaria,
y provocar reacciones de hipersensibilidad o
inmunosupresién, por lo que es imprescin-
dible analizar su compatibilidad con los ele-
mentos del sistema inmunitario (Zolnik et al.,
2010). Si bien los datos publicados sugieren
claramente que las nanoparticulas interaccio-
nan con el sistema inmunitario, uno de los
retos es desarrollar protocolos estandarizados
para evaluar sus efectos.

La mayoria de los métodos estandar de in-
munotoxidad deberian poder ser aplicables a
los nanomateriales. Sin embargo, como las
nanoparticulas poseen caracteristicas fisicas y
quimicas diferentes, los métodos clasicos de-
ben modificarse en funcién de ellas. En este
sentido, muchas de las técnicas de toxicidad
ampliamente utilizadas, como los ensayos co-
lorimétricos (tipo MTT, medicién de lactato
deshidrogenasa, etc.), no pueden utilizarse por
las interferencias que producen las nanoparti-
culas. Esto obliga a disefiar nuevos métodos
para estudiar la viabilidad, o a emplear colo-
rantes que no interfieran con la nanoestructura
concreta que vamos a estudiar. Con respecto
a la interaccién de las nanoparticulas con ma-
créfagos del sistema inmunitario, se analiza la
fagocitosis o internalizacién de las particulas,
asi como la induccioén de estrés celular debida
a la liberaciéon de ROS (Diaz et al., 2008).

Se ha descrito que la toxicidad de las na-
noparticulas puede deberse a la interaccion
directa con la célula, o de modo indirecto por
la induccion de un exceso de ROS (Shen et
al., 2004; Nimesh et al., 2006). Las nanopar-
ticulas pueden generar ROS (Foucaud et al.,
2007) al interaccionar directamente con molé-
culas del medio (ROS extracelular) o después
de su interaccién con la célula mediante ad-
sorcién a la membrana o internalizacién (ROS
intracelular) (Fig. 8).

En este aspecto, si hay una cantidad de
produccién de ROS que la célula no es ca-
paz de neutralizar, mediante un sistema an-
tioxidante formado por un componente enzi-
maético (dismutasas, catalasas y peroxidasas)
y otro no enzimético (a-tocoferol, ascorbato y
glutatién), se produce lo que se conoce como
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Figura 8. Produccidn de ROS por parte de distintas células humanas de sangre periférica en presencia de cinco
nanoparticulas diferentes. Como control negativo se utilizaron células solas (en negro) (Diaz, et al., 2008).

estrés oxidativo. Los excesos de ROS pueden
oxidar varias moléculas (DNA, proteinas y li-
pidos) y conducir a la muerte celular y a dafio
en los tejidos, tal como ocurre en distintos
procesos fisiopatolégicos como la inflamacién,
la hipoxia, los trastornos inmunitarios, el me-
tabolismo de drogas y alcohol, la exposicién a
radiaciones ultravioleta o terapéuticas, y en ca-
sos de deficiencia de vitaminas antioxidantes
(Amer et al., 2003).

Activacion del complemento

Se ha detectado que determinadas nanoes-
tructuras como los liposomas, o nanoparticulas
recubiertas de PEG, pueden llevar a una acti-
vacion de la cascada del complemento (Mos-
queira et al., 2001; Bertholon et al., 2006).

Este proceso puede inducir respuestas infla-
matorias, con liberacion de anafilotoxinas,
atraccién de células inmunitarias a la zona
de inoculacién y posterior destruccién celular.
Puesto que el complemento puede activarse
por varias cascadas (clasica, alternativa y por
la via de las lectinas), puede estudiarse la de-
gradacion del factor C3 (Lozano et al., 2011),
comun a las tres vias, como indicativo de su
activaciéon. Esto puede detectarse mediante
Western blot o ELISA (Fig. 9).

Nanoestructuras como adyuvantes
en vacunas

Ya que muchas nanoestructuras pueden ser
reconocidas por el sistema inmunitario como
extrafias, podemos hacer de este hecho una
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Figura 9. Deteccidn del factor C3 y de sus productos de degradacion en plasma humano mediante Western
blot, en ausencia (C-) o en presencia de nanoparticulas. Como control positivo (C+) se empled veneno de

serpiente (Lozano, et al., 2011).

ventaja y disefiarlas para que potencien la
respuesta inmunitaria, bien para destruir un
tumor (en el higado, por ejemplo, donde gran
parte de las nanoparticulas son rapidamente
captadas por los macr6fagos hepaticos) o para
el desarrollo de nanovacunas (Prego et al.,
2010).

En el campo concreto de las vacunas, las
nanoparticulas pueden ofrecer ventajas a las
ya existentes en varias caracteristicas. Por
una parte, pueden incrementar su eficacia,
con un efecto adyuvante més potente; tam-
bién podrian generarse vacunas mas termoes-
tables, que mantuvieran su eficacia sin ver-
se afectadas por la rotura de la cadena del
frio (uno de los problemas habituales con las
vacunas actuales); que no necesitaran de in-
yeccién al utilizar sustancias mucoadhesivas
que permitieran su inoculacién por otras vias
(intranasal, oral, vaginal, ocular...); y vacunas
de liberacion controlada que no requirieran
administrar varias dosis.

Conclusion

De todo lo expuesto se concluye que el campo
de la nanotecnologia puede ofrecer una gran
variedad de productos con un enorme poten-
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cial en el ambito biomédico, pero es necesaria
una correcta y completa caracterizaciéon para
asegurar su biocompatibilidad e inmunogeni-
cidad.
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A. RiBas: ;Qué tipo de nanoparticulas usais en
vuestra empresa?

A. GonzALez: Nuestra empresa, la spin off Nano-
Immunotech, tiene dos secciones: productos
y servicios. En la primera desarrollamos pro-

ductos para funcionalizar nanoparticulas, es
decir, para conjugar anticuerpos, DNA, apta-
meros, azUcares o péptidos sobre la superfi-
cie de las nanoparticulas. Por otro lado, en la
seccion de servicios ofrecemos la caracteri-
zacion fisico-quimicay biolégica de nanopar-
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ticulas. Estamos trabajando muy activamen-
te en la toxicidad de las nanoparticulas y en
su inmunogenicidad.

R. PusoL: Para crear nanoparticulas se habla
mucho del uso de oro, hierro, carbono, etc.
;Puede crearse una nanoparticula completa-
mente proteica?

A. GonzALez: Si pueden crearse nanoparti-
culas completamente proteicas, como el
empleo de albumina para rodear farmacos
antitumorales. También existen nanoparti-
culas biodegradables que no son por com-
pleto proteicas, pero que pueden combinar
elementos. Por ejemplo, pueden usarse
polisacéridos (como el quitosano) u otras
estructuras oleosas (como emulsionantes)
que en determinadas condiciones adoptan
estructuras esféricas, pequefias y bastante
estables, en las cuales pueden acoplarse
antigenos proteicos o proteinas en el exte-
rior. Por otro lado, las particulas de oro, que
no son biodegradables, tienen unas propie-
dades o6pticas y térmicas ideales, son muy
faciles de sintetizar y puede controlarse su
tamafio durante la sintesis (nosotros hemos
empleado distintas nanoestructuras de oro,
desde 20 hasta 150 nm). Ademas, pueden
ponerse cubiertas empleando otros com-
puestos (por ejemplo, silice) y acoplar mas
elementos. El problema de estas nanoparti-
culas, y en general de todas aquellas no bio-
degradables, es que no conocemos su tasa
de acumulacién, su biodistribucién, dénde
se excretan y eliminan, etc. Por ello, para
poder usar nanoparticulas en terapéutica
son necesarios estudios de biodistribucion,
excrecién y eliminacion. El problema de es-
tos estudios es que, aunque se marquen ra-
diactivamente las proteinas asociadas a las
nanoparticulas, cuando éstas entran en el
organismo pueden soltarse de la nanoparti-
cula y entonces se observa la radiactividad
de la proteina y no la de la estructura no
biodegradable. Hay que resolver los proble-
mas técnicos antes de poder generalizar el
uso de este tipo de particulas no biodegra-
dables en terapéutica.
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L. Awarez-VaLLina: En primer lugar, jqué ca-

racteristicas crees que deberian tener las
nanoparticulas para su uso en terapia an-
titumoral, es decir, tipos y nimero de mo-
|éculas de anticuerpos, tamafio, etc.? Y en
segundo lugar, ;existe alguna estrategia para
fomentar el desensamblado in vivo de estas
particulas?

A. GonziLez: En relacién con la primera pre-

gunta, para uso terapéutico recomendaria
nanoparticulas biodegradables que conten-
gan farmaco en su interior. Las estructuras
acopladas en su superficie deberian ser anti-
cuerpos muy pequefios, acido félico, transfe-
rrina o albimina (que permitiria una mejor
entrada de las nanoparticulas en el tumor y
mejoraria su eficiencia). Ademas, las parti-
culas deberian estar dirigidas y ser inertes
para el sistema inmunitario (enmascararlas
con PEG u otros compuestos), porque si no
es asi casi todas seran reconocidas y fagoci-
tadas por los macréfagos hepaticos y esplé-
nicos. En relacién con la segunda pregunta,
no hay muchos datos sobre los mecanismos
de ensamblado y desensamblado de los na-
nomateriales in vivo. Se dispone de infor-
macion sobre las interacciones in vitro (por
ejemplo la interaccién de nanomateriales
con proteinas séricas, células y otros mate-
riales), por lo que no podria decir qué inte-
racciones concretas se darian entre nanopar-
ticulas y entre éstas y los sistemas biolégi-
cos in vivo. Por otro lado, si se conocen las
toxicidades de los materiales usados en las
nanoparticulas (por ejemplo, del cadmio o
del zinc), y se estdn empezando a conocer de
muchas nanoestructuras. Sin embargo, con-
siderando los riesgos que implique su uso,
ante una aplicacién terapéutica concreta ha-
bré que sopesar si los beneficios compensan
la toxicidad propia de las nanoparticulas.

A. CeLaba: Hay una gran variedad de particu-

las de oro y no todas son fagocitadas por los
macroéfagos. Las particulas de oro que pre-
paramos en mi grupo sé6lo son fagocitadas si
las acoplamos a péptidos dirigidos de un de-
terminado modo, en concreto hacia péptidos



NANOTECNOLOGIA Y SISTEMA INMUNITARIO

presentes en el cerebro en la enfermedad de
Alzheimer. De esta manera, los macréfagos
pueden activarse mediante los receptores
toll-like 4 y fagocitar las nanoparticulas que
nosotros queramos. Actualmente estamos
en los inicios del uso de las nanoparticulas,
a pesar de que ya hay una gran variedad de
particulas de oro.

A. GonzALEz: Estoy totalmente de acuerdo, no
se puede simplificar y hablar simplemente
de oro, titanio, etc. Se dispone de una gran
variedad de particulas, tipos de sintesis, ta-
mafos, recubrimientos, etc. Y cada una de
estas variedades se comportard de manera
diferente a las demas. Gracias a esta nueva
tecnologia podremos conocer mejor nuestra
propia biologia, tanto extracelular como in-
tracelular.

J. AramBURU: En un futuro las nanoparticulas
seran fruto de aplicaciones biolégicas o bien
contaminantes que proceden de otros proce-
sos, como los industriales. Es por ello que
tendremos que estudiar tanto su biodistribu-
cién en los organismos vivos como las con-
secuencias indeseables derivadas de su uso
industrial, por ejemplo la posible acumula-
cion en el ambiente debido a que no todas
las nanoparticulas seran biodegradables.

A. GonzALez: Estoy de acuerdo con lo que co-
mentas. Hay tanto para estudiar, que las

agencias reguladoras estan analizando di-
versos aspectos (ambiental, médico, alimen-
tacion, cosmética, vertidos...), ya que van a
diferir mucho unos escenarios de otros: una
exposicién ambiental continuada, una acci-
dental con grandes dosis por via inhalatoria
0 una aplicacién in vivo con dosis controla-
das, asi como la via de entrada (oral, nasal,
intravenosa, cutanea...) en el organismo.

A. RiBas: Para intentar responder a una de las
preguntas anteriores me gustaria comentar
que hace 1 afio publicamos un estudio (Na-
ture. 2010;464:1067-70) en el cual por
primera vez administramos nanoparticulas
de ciclodextranos, totalmente inertes con
pegilacion y transferrina, para conseguir
estabilizar y vehiculizar siRNA en tumores.
Esto permitiria administrar un farmaco me-
diante una plataforma que podria bloquear
cualquier mRNA de cualquier proteina. La
necesidad de desarrollar este tipo de parti-
culas es muy importante, aunque aln esta-
mOs en sus inicios y el proceso es muy largo.
A raiz de este primer estudio, creo que las
nanoparticulas de oro y de liposomas no son
la mejor opcion por la dificultad de vehicu-
lizarlas, ya que las particulas de liposomas
siempre van al higado, independientemente
de si se dirigen o no; por ello, creo que las
nanoparticulas preparadas con polimeros
tienen unas propiedades farmacocinéticas
muy superiores.
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Inmunoterapia celular para modular
la respuesta inflamatoria

D. Benitez-Ribas
CIBER de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBERehd), Hospital Clinic de Barcelona, Barcelona

Resumen: £/ tipo de respuesta generada por determinados componentes del sistema inmunitario
desempefia un papel clave en el origen o el mantenimiento de enfermedades autoinmunitarias
y enfermedades inflamatorias crénicas. Estas afecciones se caracterizan principalmente por una
pérdida de tolerancia a autoantigenos o antigenos no patégenos que conlleva una activacién inade-
cuada del sistema inmunitario. Esta activacion inapropiada ocasiona de manera frecuente dafio a
uno o multiples dérganos, afectando a su funcion. No estan plenamente establecidas las causas que
originan y mantienen estas respuestas inmunitarias andmalas. La aproximacion terapéutica para
estas enfermedades se basa, en general, en inmunomoduladores inespecificos y agentes bioldgicos
administrados sistémicamente. Una modulacion mas especifica, en el tejido afectado, del tipo de
respuesta inmunitaria mediante citocinas, anticuerpos monoclonales o terapia celular, representa
una aproximacion terapéutica altamente atractiva y con gran potencial. Las células dendriticas son
las células presentadoras de antigeno mas potentes descritas y tienen la propiedad de regular la
generacion de la respuesta, sea inmunitaria o tolerogénica, dependiendo del contexto en que se pro-
duce la interaccion del antigeno y la célula, entre otros factores. Debido a la plasticidad funcional,
la capacidad de generar respuestas inmunitarias altamente especificas y la posibilidad de obtener
células dendriticas in vitro, en condiciones adecuadas para su aplicacion clinica, estas células estan
siendo utilizadas para el tratamiento de tumores o infecciones, con resultados esperanzadores. La
obtencién de células dendriticas con actividad tolerogénica y los resultados obtenidos con su uso
en modelos experimentales sugieren que el tratamiento con células dendriticas tolerogénicas podria
representar una alternativa terapéutica para las enfermedades autoinmunitarias y las enfermedades
inflamatorias crénicas de base inmunitaria.

Palabras clave: Inmunoterapia — Terapia celular — Células dendriticas — Enfermedades autoinmuni-
tarias — Tolerancia — Enfermedades inflamatorias crénicas.

Introduccion

Las células dendriticas constituyen un grupo
heterogéneo de células presentadoras de anti-
geno, que estan involucradas en la regulacién
de los fenémenos de inmunidad y de toleran-
cia. La respuesta inmunitaria adaptativa pue-
de ser inmunogénica, que confiere al indivi-
duo resistencia a las infecciones y al cancer, o
tolerogénica, en la cual se atentan o inhiben
las respuestas contra antigenos no patégenos.

Los defectos en la regulacién de la induccién
de tolerancia resultan en situaciones patolégi-
cas tales como el rechazo en los trasplantes, la
apariciéon de enfermedades autoimmunitarias
0 mediadas por la inmunidad, y las alergias.
Una vez que las células dendriticas han reco-
nocido y fagocitado agentes patégenos, sufren
una serie de transformaciones fenotipicas y
funcionales en un proceso complejo, conocido
como maduracién. La maduracién provoca la
migracion de las células dendriticas desde los
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Células dendriticas inmunogénicas

Células dendriticas tolerogénicas

e Cancer:
- Melanoma
- Colon
- Mama
- Préstata
- Glioma
¢ Virus de la inmunodeficiencia humana

* Alergias

e Rechazos en trasplantes

e Autoinmunidad

e Enfermedades de base inmunitaria:
- Enfermedad inflamatoria intestinal
- Psoriasis
- Lupus

Figura 1. Uso (o posible uso) clinico de las células dendriticas en humanos.

tejidos periféricos hacia los ganglios linfaticos
y la presentacién de antigenos fagocitados y
procesados a los linfocitos T especificos, la
interaccién con linfocitos B y otros tipos de
células dendriticas residentes en el ganglio.
Asi mismo, durante el proceso de maduracién,
las células dendriticas expresan en su mem-
brana moléculas implicadas en la interaccién
y la activacién de los linfocitos T (moléculas
presentadoras de antigeno y moléculas coesti-
muladoras), asi como la secrecién de citocinas
proinflamatorias (interleucina [IL] 12, factor
de necrosis tumoral alfa [TNF-al). Las célu-
las dendriticas desempefian, pues, un papel
crucial en el inicio y en el tipo de respuesta
inmunitaria desencadenada. Debido a las pro-
piedades fisiolégicas de las células dendriti-

cas, que las hacen Unicas, y a la posibilidad
de su generacién in vitro utilizando reactivos
manufacturados en grado clinico, se han uti-
lizado en ensayos clinicos en humanos con el
objetivo de generar respuestas inmunogénicas
contra tumores e infecciones (Fig. 1).! A pe-
sar de las posibilidades que ofrecen las tera-
pias celulares con células dendriticas en los
pacientes con cancer, hasta la actualidad no
se ha explorado la capacidad tolerogénica de
estas células en ensayos clinicos.

En la mayor parte de los ensayos clinicos
con células dendriticas se han utilizado mo-
nocitos (CD14+) como células precursoras,
debido a la relativa facilidad de su obtencién
a partir de sangre periférica respecto a otro
tipo de células dendriticas, asi como al alto

Obtencion de IL-4/GM-CSF Factores de Recogida de
monocitos y maduracién las células
cultivo con o agentes
IL-4/GM-CSF tolerogénicos
Dia 0 Dia 3 Dia 6 iCD Dia 8 mCD —» Inoculacién

Control de calidad:
e Viabilidad/morfologia celular
¢ Fenotipificacion (pureza). Citocinas

Figura 2. Esquema general para la obtencion de células dendriticas a partir de monocitos.
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ntmero de células obtenidas? en comparacion
con la purificacion directa de células dendriti-
cas circulantes (Fig. 2). Algunos ensayos han
utilizado células dendriticas circulantes para
el tratamiento de tumores, lo que supone una
mayor complejidad de manipulacién al tener
que partir de un volumen muy grande de san-
gre periférica, o bien se han utilizado células
dendriticas generadas a partir de precursores
CD34+.2 La seleccion de las diferentes po-
blaciones de células dendriticas en terapias
celulares podria ser de gran relevancia de-
pendiendo del tipo de respuesta inmunitaria
que se desee obtener, y que se basa en las
diferencias funcionales existentes entre las
subpoblaciones.*®

La respuesta inmunitaria
en la enfermedad inflamatoria intestinal

mantenimiento de la integridad del tracto di-
gestivo, debido a que son capaces de modular
y bloquear respuestas inmunitarias no especi-
ficas.” En resumen, la enfermedad de Crohn
se caracteriza por un desarrollo anémalo de
linfocitos T CD4 efectores en respuesta a an-
tigenos no patégenos que se mantiene por re-
troalimentacioén positiva con las citocinas se-
cretadas por las células dendriticas activadas.
El objetivo de los futuros tratamientos para
la enfermedad de Crohn deberia centrarse en
interrumpir esa alimentacion positiva entre el
linfocito T-CD que mantiene la inflamacion
crénica de la mucosa, sea por el incremento
del nimero de Treg o disminuyendo el ndme-
ro de linfocitos CD4 efectores, o por ambos
medios.

Células dendriticas tolerogénicas

En los pacientes con enfermedad de Crohn se
ha determinado que la expansion y la activa-
cion incontrolada de linfocitos T con un perfil
de citocinas de tipo Th1 (secretoras de inter-
ferén gamma [IFN-y]) est& relacionada con
una produccién aumentada de IL-12, citocina
producida a su vez por las células dendriticas
activadas y localizadas en la mucosa intesti-
nal. La IL-12 tiene un efecto positivo en la ex-
pansién de los linfocitos T de tipo Th1, con lo
que se genera un bucle de retroalimentacién
positiva que cronifica la respuesta inflamato-
ria. Recientemente, el interés cientifico tam-
bién se ha centrado en la IL-23, una citocina
heterodimérica que comparte con la IL-12 la
subunidad p40. La IL-23 esté implicada en la
expansion de una subpoblacién de linfocitos
T descritos como Th17, que se caracterizan
principalmente por la secreciéon de IL-17.
Parece que tanto los linfocitos Thl como los
Th17 estan intimamente relacionados con la
enfermedad de Crohn, aunque aln esta por
clarificar el papel que desempefian en la fi-
siopatologia de la enfermedad.® Ademas,
otra poblacién de linfocitos T con capacidad
reguladora, las células T reguladoras (Treg),
caracterizadas por la expresién del factor de
transcripcién FOXP3, son cruciales para el

El silenciamiento de las respuestas inmunita-
rias contra antigenos propios o0 no patégenos
viene mediado principalmente por las células
dendriticas. Cada vez hay mas evidencias que
apuntan hacia una plasticidad funcional de
las células dendriticas dependiendo del con-
texto en que tenga lugar la respuesta mas que
de la presencia especifica de una poblacién
de células dendriticas con una funcion tolero-
génica predeterminada y Unica. La aplicacién
terapéutica de células dendriticas requiere la
generacién in vitro de estas células con un
fenotipo tolerogénico estable, en un proceso
que sea reproducible y que permita obtener
células con alta pureza y viabilidad, aspec-
tos indispensables para su aplicacion clinica.
Una alternativa para la generacién de células
dendriticas tolerogénicas es el proceso que
consiste en tratarlas con agentes tolerogéni-
cos durante su cultivo en el laboratorio y pos-
teriormente madurarlas mediante estimulos.
Para la obtencion in vitro de células den-
driticas tolerogénicas se han descrito diver-
sos agentes inmunosupresores (Tabla 1), que
incluyen corticosteroides (principalmente de-
xametasona),® vitamina D3,° rapamicina,®®
micofenolato,!* neuropéptidos (péptido in-
testinal vasoactivo [VIP])'? o rhlL-10;'3 todos
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TABLA I. Compuestos utilizados en la generacion
de células dendriticas tolerogénicas.

e Agentes inmunosupresores o antiinflamatorios:
— Corticosteroides (dexametasona)
— Vitamina D3
— Acido micofenélico
— Rapamicina
e Compuestos quimicos:
— AMPc
— Prostaglandinas
— Histamina
— Neuropéptidos

e Citocinas antiinflamatorias:
—rhIL-10
- TGF-B

estos agentes se han utilizado en la genera-
cion de células dendriticas resistentes a la
maduracioén. Los protocolos de obtencién de
células dendriticas tolerogénicas se basan, en
general, en la purificacién de monocitos de
sangre periférica y su posterior cultivo en pre-
sencia de citocinas de diferenciacién y creci-
miento, IL-4 y factor estimulante de colonias
de granulocitos y macrofagos (GM-CSF),* con
la presencia de uno o varios agentes inmuno-
supresores.

No se ha descrito ningin marcador especi-
fico de células dendriticas tolerogénicas que
permita su rapida identificacién tanto in vivo
como in vitro. La falta de un marcador espe-
cifico hace que su caracterizacién se base en
las propiedades funcionales de las células.
Principalmente se utiliza la respuesta alogé-
nica como indicador de su baja inmunogenici-
dad. Otra caracteristica de las células dendri-
ticas tolerogénicas es la elevada produccion
de IL-10 respecto a IL-12 en respuesta a es-
timulos activadores, como podria ser el lipo-
polisacéarido. La identificacion del fenotipo de
las células, expresion moderada de moléculas
asociadas a la maduraciéon (moléculas coes-
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timuladoras; CD80, CD83 y CD86), también
nos proporciona informaciéon sobre su perfil
tolerogénico. Un estudio exhaustivo de las
propiedades tolerogénicas de las células den-
driticas obtenidas constituird una garantia de
calidad para utilizarlas en pacientes.

Aplicacion terapéutica
de las células dendriticas tolerogénicas

Las propiedades tolerogénicas de las células
dendriticas se han documentado en huma-
nos,'® en voluntarios sanos, en un estudio
que ha proporcionado la prueba de concepto
de que es posible inducir tolerancia antigéni-
ca sistémica en los linfocitos T especificos.
Sin embargo, un punto critico en el disefio
de terapias basadas en células dendriticas
inmaduras es la estabilidad de estas células
en un ambiente proinflamatorio como es el
de las enfermedades inflamatorias. Por con-
siguiente, las células dendriticas inmaduras
no serian lo bastante seguras para su uso te-
rapéutico en las afecciones que cursan con
inflamacién crénica, principalmente debido a
la capacidad de estas células para responder
a los estimulos inflamatorios. La respuesta
inmunitaria inapropiada a autoantigenos en
pacientes genéticamente predispuestos pue-
de dar lugar a enfermedades autoinmunita-
rias 0 mediadas por la inmunidad. Se acepta
que uno de los aspectos fundamentales que
son causa de fenémenos de autoinmunidad
es la produccién aumentada de una o varias
citocinas especificas, en cuyo proceso in-
tervienen las células dendriticas.’® Asi, por
ejemplo, el TNF-a es una citocina clave en la
artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn
y la psoriasis, y su bloqueo con anticuerpos
especificos o receptores solubles logra resul-
tados terapéuticos significativos. En la pso-
riasis, las células dendriticas aisladas de piel
afectada son la mayor fuente de produccién
de TNF-a.'” Las células dendriticas plasma-
citoides y el IFN tipo | se han propuesto tam-
bién como patégenos en otras enfermedades
como el lupus, la psoriasis, la dermatomiosi-
tis y el sindrome de Sjogren.'® Ademas de in-
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ducir autoinmunidad, las células dendriticas
son dianas y estan implicadas también en la
respuesta terapéutica a distintos farmacos:
1) los corticosteroides inhiben la funcién y
el nimero de células dendriticas inmunogéni-
cas; 2) la azatioprina/mercaptopurina modula
la respuesta inmunitaria derivandola hacia
una respuesta tolerogénica; y 3) las terapias
que activan la formacién de células Treg pue-
den suprimir también la activacién de células
dendriticas inmunogénicas.'®

No existen documentados, hasta la fecha,
ensayos clinicos en humanos que hayan eva-
luado el tratamiento con células dendriticas
tolerogénicas. Sin embargo, si se han llevado
a cabo estudios en modelos animales, como
por ejemplo de artritis reumatoide y de co-
litis, en los cuales se han demostrado unos
importantes efectos terapéuticos. En un mo-
delo animal de artritis reumatoide se inyec-
taron por via intravenosa tres dosis de célu-
las dendriticas tolerogénicas (obtenidas de
médula ésea y generadas con dexametasona
y vitamina D3), células dendriticas maduras
o0 solucién salina fisiolégica. Las células den-
driticas tolerogénicas obtenidas mostraron un
fenotipo semimaduro, produjeron pocas cito-
cinas proinflamatorias y mostraron una baja
capacidad estimuladora de células T. Tras la
inyeccion, los ratones tratados con células
dendriticas tolerogénicas mostraron una me-
joria en la gravedad y la progresién de la ar-
tritis, a diferencia de los ratones tratados con
células dendriticas maduras o solucién salina
fisiolégica. La mejoria coincidié con un des-
censo significativo de Th17 y una elevacion
de CD4+ productoras de I1L-10.1°

Modulacién de la respuesta inflamatoria
en la enfermedad de Crohn

La enfermedad de Crohn es una enfermedad
inflamatoria crénica incurable que puede
afectar a cualquier parte del tracto digestivo
y que se caracteriza por dolor abdominal, dia-
rrea, rectorragias, pérdida de peso, nauseas
y vomitos, y retraso de crecimiento en los

nifios; ademas, tiene una repercusién social
muy importante para los pacientes. El curso
de la enfermedad es intermitente, con fases
de actividad y de remisién. Aunque la cau-
sa es desconocida, hay evidencias de que se
produce una pérdida o una alteracién de la
tolerancia a antigenos de la luz intestinal. Un
desequilibrio de citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias, de células Th1l y de células
T efectoras/reguladoras ocasiona un desequi-
librio en la homeostasis inmunitaria y da lu-
gar al desarrollo de respuestas inflamatorias
exageradas y cronicas.

El tratamiento actual de la enfermedad de
Crohn va dirigido a reducir la inflamaciéon y
tratar los signos y sintomas de la enfermedad,
y se centra en el uso de corticosteroides, in-
munomoduladores (azatioprina, metotrexato) y
medicamentos bioldgicos basados en anticuer-
pos monoclonales anti-TNF-a. Los objetivos
de estos tratamientos son inducir y mantener
la remisién clinica, y conseguir una curacioén
de la mucosa que permita restablecer la fun-
cion intestinal normal. Aunque los farmacos
empleados son eficaces en un grupo de pa-
cientes, no estan exentos de efectos adversos
frecuentes y a veces graves. A pesar del em-
pleo de farmacos, cada vez mas generalizado,
no se ha conseguido reducir la necesidad de
tratamiento quirdrgico, que requieren un 40%
a 50% de los pacientes a los 5 afios del diag-
noéstico. Por otro lado, un 10% a 15% de los
pacientes presentan actividad crénica a pesar
de un tratamiento médico intensivo, y la lo-
calizacion o la extension de su enfermedad
hacen que la cirugia esté contraindicada. Este
hecho obliga a buscar nuevas opciones tera-
péuticas para este grupo de pacientes.

La induccién de tolerancia es un proceso
basico para la prevencion de la autoinmuni-
dad, y los linfocitos Treg ocupan un lugar fun-
damental en este proceso. Se ha demostrado
que pueden prevenir e incluso curar varios mo-
delos experimentales de colitis. Sin embargo,
la aplicabilidad del tratamiento depende en
gran medida del nimero de linfocitos Treg que
puedan aislarse y transferirse. En este sen-
tido, las células dendriticas son capaces de
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inducir y activar linfocitos Treg que tienen un
papel esencial en la supresién de la respuesta
inmunitaria contra antigenos propios.?® Resul-
tados experimentales!? en modelos muridos
demuestran que la utilizacién de células den-
driticas tolerogénicas incubadas en presencia
de VIP previene o incluso revierte la induccién
de colitis por acido trinitrobenzeno-sulfénico
(TNBS) en ratones. El efecto terapéutico se
asociaba claramente a una inhibicion de la
respuesta inmunitaria de tipo Th1l, sobre todo
debido a la generacion de Treg secretores de
IL-10. Un aspecto importante del mismo es-
tudio es la ruta de inoculacién de las células.
Los autores demuestran que la administracion
intraperitoneal de células dendriticas-VIP per-
mite su migracién hacia los ganglios mesenté-
ricos, lugar clave en el control de la respuesta
inflamatoria intestinal.'?

Con estos antecedentes, la posibilidad de
generar células dendriticas tolerogénicas para
su aplicaciéon en humanos constituiria una
aproximacion terapéutica nueva en la enfer-
medad de Crohn, y ofreceria un tratamiento
a un grupo de enfermos con un curso grave
de la enfermedad y sin otras opciones en la
actualidad.

Conclusion

Las células dendriticas son las células del
sistema inmunitario implicadas en la genera-
cion de inmunidad o tolerancia. Debido a sus
propiedades funcionales para generar o modi-
ficar el curso de la respuesta inmunitaria, han
sido aplicadas terapéuticamente en clinica.
En el caso de la enfermedad inflamatoria in-
testinal, las herramientas para el tratamien-
to, incluyendo los agentes biolégicos mas
recientes, han sido ineficaces o incapaces
de mejorar el prondstico a largo plazo en una
cierta proporcion de los pacientes afectados.
Diferentes estrategias terapéuticas promete-
doras, tales como el bloqueo de los linfocitos
T efectores (con anticuerpos monoclonales
anti-CD3, anti-CD4 o anti-CD25), la adminis-
tracion sistémica de rhlL-10, el bloqueo de
la diferenciacién/activaciéon de las células T
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(anti-IL-6, anti-IFN-y, anti-IL-12, anti-IL-23,
anti CD80/86) o del reclutamiento celular
(anti-ICAM1, anti-a4-integrinas), asi como
la estimulacién del sistema inmunitario inna-
to (GM-CSF), se han demostrado ineficaces
hasta la fecha. La necesidad de nuevos trata-
mientos para la enfermedad de Crohn u otras
enfermedades inflamatorias crénicas de base
inmunitaria abre el camino para el desarrollo
de innovadoras aproximaciones. Aunque has-
ta la actualidad no se han realizado estudios
clinicos encaminados a evaluar la seguridad
y la eficacia de las células dendriticas tole-
rogénicas, los resultados obtenidos in vitro y
en modelos animales nos impulsan a explorar
esta novedosa via terapéutica.
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R. ViLeLLa: El objetivo de la inmunoterapia on-
colégica es obtener un efecto especifico, por
lo que se afiaden antigenos especificos a las
células dendriticas tratadas con dexametaso-
na. En el estudio que has presentado, desde
un punto de vista teérico, la administracién
de células dendriticas tratadas con dexame-
tasona y sin antigenos especificos en pacien-
tes podria funcionar. Pero desde el punto de
vista del conocimiento actual, la opinién es
que este tipo de tratamiento no tendria por
qué funcionar y no seria distinto a tratar a los
pacientes con dexametasona, debido a que
aun no se conoce el antigeno del patégeno

causante de la enfermedad. ;Podrias clarifi-
car este aspecto del tratamiento?

D. Benitez-RiBas: Este es el punto clave de la

terapia, la especificidad de los antigenos. En
los estudios en modelos animales no se ha
usado un antigeno porque para la enferme-
dad de Crohn o colitis no hay un antigeno
descrito, y parece ser que no existe. La cau-
sa de este tipo de enfermedades es la per-
meabilizacién del epitelio, por destruccién
o por otros motivos, que provoca la entrada
de bacterias en el organismo que estimulan
al sistema immunitario de manera crénica, y
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como consecuencia se destruye el epitelio.
Creemos que la razén de que el tratamiento
funcione (tanto en modelos muridos como en
pacientes) es que las células dendriticas, que
se inyectan por via intraperitoneal, migran a
la zona inflamatoria e interaccionan con las
bacterias o los antigenos causantes de la in-
flamacion, producen IL-10 y en dltima ins-
tancia interaccionan con los linfocitos T. En
la primera fase de este estudio, las células
dendriticas se inyectan por via intraperitoneal
para evaluar su seguridad, pero en la segun-
da fase podrian administrarse en otras loca-
lizaciones, como por ejemplo en las lesiones
o en los ganglios linfaticos, favoreciendo la
interaccion de las células dendriticas con los
antigenos de la zona y la induccién de la res-
puesta inmunitaria. Aunque si es verdad que
la ausencia de un antigeno especifico para la
enfermedad es un problema para el estudio.

J. AramBURU: La clave para el tratamiento es
la estabilidad del fenotipo. ;Os habéis plan-
teado un modelo mdrido en el cual inducir
enfermedad inflamatoria intestinal o enfer-
medad de Crohn para posteriormente inyec-
tar las células dendriticas y ver si son tolero-
génicas?

D. Benitez-RiBas: El estudio no contempla en-
sayos para determinar la estabilidad de las
células dendriticas, pero in vitro hemos vis-
to que el fenotipo tolerogénico se mantiene
durante 2 o 3 dias. Son células terminales,
por lo que no se dividen, y cuando ya han
producido IL-10 e interaccionado con los lin-
focitos T se mueren. Lo que si estamos desa-
rrollando son modelos animales para estudiar
la biodistribucién de las células dendriticas
cuando se inyectan. Gracias a los estudios
realizados en el &rea oncolégica, sabemos
que el 95% de las células mueren en la
zona de inoculacion debido a la accién de
los macrofagos, y que sélo un 4% a 5%
de las células migran a los ganglios linfaticos
drenantes.

M. peL VaL: En pacientes tratados con este tipo
de terapias, las células tolerogénicasy las cé-
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lulas normales inmunogénicas (células ma-
duras) se mezclan. ;Habéis hecho estudios
in vitro de dicha mezcla para ver qué ocurre?

D. Benitez-RiBas: No hemos hecho este tipo
de estudios con células maduras. Lo que si
hemos hecho es, en primer lugar, inducir cé-
lulas con un perfil de respuesta de tipo Thl
mediante toxina toxoide. Estas células son
células in vitro polarizadas, productoras de
IFN-y, con repetidas expansiones con célu-
las dendriticas maduras. En segundo lugar,
las hemos estimulado con células tolerogé-
nicas. El resultado es que la produccién de
IFN-y se anula. Pero podriamos hacer dicho
estudio.

L. GrRaca: Mi pregunta va encaminada a la dis-
tincién entre células tolerogénicas y células
inmunosupresoras. Si las células tolerogé-
nicas no tienen un antigeno especifico, ;la
infusién de células dendriticas tolerogénicas
podria tener impacto en la respuesta inmu-
nitaria frente a otros agentes o infecciones?

D. Benitez-RiBas: Si hay un riesgo de generar
tolerancia. Uno de los posibles riesgos de
inyectar células dendriticas tolerogénicas en
una zona con una alta presencia de bacte-
rias y que posee una gran interaccion con el
medio exterior es que podemos favorecer in-
fecciones. Este riesgo también existe en los
tratamientos de tumores, en los que se puede
generar autoinmunidad. Pero hay que sope-
sar los riesgos y los beneficios, y en este caso
los beneficios son mayores.

A. CeLapa: El eslabdén perdido en terapia celu-
lar es la localizacion de estas células. Este
problema ya lo hemos solucionado en nues-
tro grupo de investigacién en el modelo de
raton. Realizamos un tratamiento in vitro a
los macréfagos de ratén y, cuando los inyec-
tamos, se dirigen especificamente al sitio
inflamatorio. Creo que vosotros también de-
berias aplicar esta técnica, debido a que las
células dendriticas se expanden por todo el
organismo, por lo que su accion especifica es
muy pequefia. En cambio, si las células es-
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tuvieran dirigidas especificamente a la zona
inflamatoria, el tratamiento tendria un gran
efecto.

D. Benitez-RiBas: Estoy de acuerdo en que la
localizacion es un problema porque necesi-
tamos saber a dénde se dirigen las células.
Para poder averiguarlo, la primera fase del
estudio incluye la inyeccién intraperitoneal
de células dendriticas en los pacientes, que
creemos que migran a la zona afectada por

la inflamacion del intestino o a sus ganglios
mesentéricos. Ademas, también estamos ca-
racterizando el receptor CCR9, que es un re-
ceptor de quimiocina que dirige especifica-
mente los linfocitos T hacia la l&mina propia.
Por otro lado, en la segunda fase del estudio
pretendemos averiguar hacia dénde migran
las células dendriticas mediante el uso de
particulas paramagnéticas y de técnicas de
imagen por resonancia magnética, pero la
agencia reguladora atn no lo ha aprobado.
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Resumen: Distintas formas de inmunoterapia para el cancer resultan en respuestas objetivas y muy
duraderas en los pacientes con melanoma metastatico. Sin embargo, la frecuencia de respuestas
tumorales es muy baja cuando se usan vacunas tumorales, vacunas de células dendriticas, citocinas
o0 anticuerpos inmunomoduladores como el bloqueante del CTLA4. La frecuencia de la respuesta
tumoral puede aumentar de manera espectacular con el uso de la transferencia adoptiva de linfoci-
tos especificos para el cancer. Al introducir genéticamente en los linfocitos de un paciente los dos
genes de un receptor de linfocitos T con alta afinidad para un antigeno de melanoma, se genera
una poblacidn de linfocitos especificos para dicho melanoma. Al transferirlos a pacientes que han
recibido previamente un condicionamiento con quimioterapia, estos linfocitos transgénicos proliferan
rapido e inducen respuestas tumorales. Pero las respuestas no suelen ser duraderas. Para conseguir
un aumento de la respuesta tumoral y de su duracion puede recurrirse al empleo de combinaciones
de nuevos farmacos especificos para oncogenes mutados en el melanoma sin efectos adversos en
la funcién de los linfocitos. Esto puede lograrse con inhibidores especificos del BRAF. Esta com-
binacién aumenta las respuestas en estudios preclinicos y sera probada en clinica en un futuro
inmediato.

Palabras clave: Inmunoterapia—Melanoma—CTLA4 —Receptor de células T—Terapia celular adoptiva.

Introduccion

Durante las ultimas décadas se han hecho
grandes avances en la inmunoterapia contra
el cancer. Los mayores avances se han pro-
ducido con el mejor conocimiento de los me-
canismos que permiten estimular respuestas
inmunitarias antitumorales, el conocimiento
de las limitaciones que el sistema inmunitario
utiliza para evitar respuestas contra antigenos
propios, y el desarrollo de técnicas para cul-
tivar células inmunitarias y usarlas para te-
rapéutica humana.! Una de las areas donde
el avance es mas evidente es el melanoma
metastatico, un cancer del cual desde hace

muchos afios se sabe que en algunos casos
puede responder a la inmunoterapia. Actual-
mente, con el desarrollo clinico de los anti-
cuerpos blogueantes del CTLA4 y la terapia
celular adoptiva, en estos pacientes se obtie-
nen beneficios clinicos evidentes.?3

Limitaciones a la inmunoterapia del cancer

El sistema inmunitario humano ha desarrolla-
do numerosos mecanismos para evitar que se
produzcan respuestas autoinmunitarias. Estos
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1. Presentacion suboéptima de antigenos
2. Baja frecuencia de linfocitos T especificos
para antigenos tumorales

dendritica

5. Factores inmunosupresores
en el tumor (Treg, IDO, VEGF,
IL-10, PgE2, TGF-f)

3. Activacién y expansién
limitada de linfocitos

T CD8+ (CTLA4, PD1) Fas/TRAIL

4. Baja expresion de antigenos
por el tumor, que escapan

-
-
a su reconocimiento Perforin/GzB *

6. Insensibilidad tumoral a las sefales
proapoptéticas de los linfocitos citotoxicos

Figura 1. Limitaciones del sistema inmunitario para una inmunoterapia antitumoral efectiva.

mecanismos son explotados por los canceres
para evitar la inmunosupervision, lo que les
permite crecer progresivamente en un hués-
ped con un sistema inmunitario intacto. Una
respuesta inmunitaria adaptiva celular empie-
za con la presentacion de antigenos por una
célula dendritica a los linfocitos CD4 (helper)
y CD8 (citotéxicos). La mayoria de los cance-
res presentan primariamente antigenos autéc-
tonos, con lo que el sistema inmunitario no
esta preparado para reaccionar contra ellos.
Ademas, el desarrollo del sistema inmunitario
prioriza la formacién en el timo de linfocitos
especificos contra antigenos foraneos, eli-
minando los que tienen alta capacidad para
reconocer antigenos autéctonos. Si unos lin-
focitos especificos para antigenos del cancer
logran escapar de estas limitaciones, tendran
que proliferar y escapar de los mecanismos
intrinsecos de regulacién de la respuesta in-
munitaria, circular y llegar al tumor, encontrar
a su antigeno presentado por una molécula
del complejo principal de histocompatibili-
dad (MHC), y ejercer su funcién citotoéxica.
Las limitaciones en este proceso son multi-
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ples, empezando por la presencia de sefiales
coinhibidoras (como el CTLA4 o el PD-1), la
produccion de citocinas inmunosupresoras en
el tumor (como la interleucina 10 o el factor
de crecimiento tumoral beta), la atraccion de
células T supresoras (Treg) o simplemente la
baja presentacién de antigenos por el tumor o
la resistencia del tumor a la muerte por apop-
tosis, que es el resultado final de la accién de
los linfocitos citotoxicos (Fig. 1).

Progreso en el tratamiento
del melanoma con inmunoterapia:
anticuerpos anti-CTLA4

Un avance significativo en el tratamiento del
melanoma metastatico ha sido el desarro-
llo clinico de anticuerpos bloqueantes del
CTLA4, un receptor coinhibidor que tiene un
efecto dominante para inhibir respuestas con-
tra antigenos autéctonos. El anticuerpo ipili-
mumab ha sido aprobado recientemente por
la Food and Drug Administration de Estados
Unidos baséndose en los resultados de dos
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estudios aleatorizados que demostraron un
aumento de la supervivencia en los pacientes
que recibieron este farmaco en comparacién
con otros tratamientos.* Sin embargo, el be-
neficio esta limitado a un pequefio grupo que
tienen respuestas duraderas, alrededor del
10% al 20% de los pacientes. Estas respues-
tas tumorales estan mediadas por una infiltra-
cion intratumoral principalmente de linfocitos
CDS8 citotoxicos.

Terapia celular adoptiva: generar grandes
cantidades de linfocitos antitumorales
para el tratamiento del melanoma

Conceptualmente, el efector del tratamiento
con anticuerpos anti-CTLA4 es el linfocito
CD8 citotoxico. Este linfocito tiene un re-
ceptor de superficie, el receptor de células
T, que le permite reconocer de manera muy
especifica un antigeno (un péptido de 9 ami-
noacidos) presentado por el MHC de clase I.
Si se generan en el laboratorio grandes canti-
dades de linfocitos con un receptor de célu-
las T especifico para un antigeno presentado
por la célula tumoral, pueden administrarse
de vuelta a los pacientes como una terapia
celular adoptiva.® Es posible obtener estos
linfocitos al procesar lesiones tumorales y
expandir los linfocitos intratumorales en in-
terleucina-2, o introduciendo los dos genes
del receptor de células T especifico (cadena
alfa y beta del receptor) en linfocitos usando
vectores retrovirales o lentivirales. La efica-
cia terapéutica de este procedimiento ha sido
demostrada por investigadores del National
Institute of Cancer en Bethesda, Estados
Unidos.5>®

Es importante entender la biologia de la in-
fusion de estos linfocitos. Al poner un gen que
permita el marcado genético de estos linfoci-
tos y detectarlos con técnicas de imagen mo-
lecular basadas en la tomografia de emision
de positrones, puede estudiarse cémo se dis-
tribuyen en el huésped y de qué manera ata-
can al tumor.” Estudios en modelos muridos
han permitido definir las distintas fases que
estos linfocitos transferidos adoptivamente

siguen en el huésped.® Durante el primer dia
se distribuyen en el pulmén, y entre los dias
2y 4 se acumulan en los 6rganos linfoides,
donde empiezan a proliferar y a migrar a los
tumores que expresan su antigeno especifico.
La proliferacion de estas células en el hués-
ped es notable entre los dias 5y 7, cuando
consiguen la maxima actividad antitumoral, y
luego se distribuyen mas promiscuamente por
el cuerpo del ratén.

Estos estudios pueden extrapolarse a la
clinica.® En estudios piloto, la transferencia
adoptiva de grandes cantidades de linfocitos
que expresan un receptor de células T trans-
génico con especificidad para el antigeno de
melanoma MART-1 inducen respuestas anti-
tumorales en la mayoria de los pacientes. Sin
embargo, este efecto no esta siendo duradero
en casi todos los casos, principalmente por-
que los linfocitos pierden su funcionalidad
antitumoral. En el plazo de 1 0 2 meses des-
pués de la transferencia adoptiva han perdido
la capacidad de proliferar, cambian su fenoti-
po y muestran marcadores de agotamiento in-
munitario, y modifican el repertorio de citoci-
nas que producen al ser expuestos al antigeno
para el cual son especificos.

Combinacion de inmunoterapia
con terapias dirigidas

Aparte de los importantes avances en la in-
munoterapia para el melanoma, el desarrollo
de nuevos farmacos que bloquean especi-
ficamente oncogenes conductores del céan-
cer, como el BRAF, esta resultando en una
frecuencia antes inalcanzable de respuestas
objetivas en este cancer.'® Con vemurafenib
(PLX4032) se obtienen respuestas en la ma-
yoria de los pacientes que tienen un melano-
ma con la mutacion BRAFY%¢ pero suelen
ser de duracion restringida.!! Mientras se elu-
cidan los mecanismos de resistencia adquiri-
da a los inhibidores especificos de BRAF,!>14
esta experiencia permite planear estudios en
combinacién con inmunoterapia. EI concepto
cientifico es la inmunosensibilizacién, segln
el cual un farmaco especifico para un oncogén
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mutado en el cancer que no sea importante
para el funcionamiento de los linfocitos pue-
de alterar a la célula cancerigena y hacerla
mas sensible a la inmunoterapia.'® EI primer
paso es demostrar que los linfocitos pueden
funcionar adecuadamente a las concentracio-
nes terapéuticas del inhibidor del oncogén,®
lo que permite planificar estudios en modelos
animales y en clinica.

Conclusiones

La inmunoterapia para el melanoma ha hecho
grandes progresos desde las descripciones de
respuestas espontaneas anecdoéticas en algu-
nos pacientes, la induccién de respuestas con
vacunas o citocinas también con una baja fre-
cuencia, la mas alta frecuencia de respuestas
tumorales con la terapia celular adoptiva, y la
posibilidad de combinar la inmunoterapia con
nuevos farmacos especificos para oncogenes
mutados en este cancer.
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DISCUSION

R. ViLeLLa: A excepcién de que el niumero de
respuestas es muy alto, en el estudio que
has presentado ocurre lo mismo que en el
tratamiento con células dendriticas cargadas
con un péptido: el tumor genera variantes
que dejan de expresar el antigeno, y por lo
tanto continta su proliferacién. Para solu-
cionar este problema, se recomienda cargar
las células con distintos péptidos de distin-
tos antigenos, pero a su vez también limita
sus posibilidades de actuacion. ;0s habéis
planteado redireccionar con varios péptidos
distintos?

A. Rieas: Estamos iniciando un estudio con un
nuevo retrovirus que expresa el antigeno car-
cinoembrionario NY ESO-1. Para intentar so-
lucionar el problema, en él utilizaremos dos
antigenos sin relacion (un antigeno expre-
sado en melanosomas de melanocitos y un
antigeno embrionario que no se expresa en
tejidos adultos a no ser que sea un cancer).
Por otro lado, discrepo de lo que has dicho
sobre las células dendriticas, ya que noso-
tros tenemos pacientes que hace 10 afios si
respondieron al tratamiento con ellas y no
han tenido recaidas. Sin embargo, son muy
pocos pacientes. Lo que vemos con este es-
tudio es que al puentear todo el control afe-
rente de sistema inmunitario y crear linfoci-
tos que tienen una alta actividad citotéxica,
las respuestas iniciales son muy altas, pero
cuando estos linfocitos T pierden su funcién
reaparece el tumor. En comparacién, lo que
hacemos es muy distinto a las técnicas con
células dendriticas, con las cuales teniamos
muy poca respuesta, aunque duradera, con
CTLA4.

F. Ruiz-CaBeLLo: Has explicado que la pérdida
de respuesta se debe exclusivamente a un
problema funcional de los linfocitos T, pero
esta bastante bien contrastado que ante la
pérdida de respuesta no sélo hay que con-
siderar la pérdida funcional de los linfoci-
tos T sino también el escape inmunitario
por seleccién de variantes no inmundgenas

por pérdida del antigeno tumoral o de mo-
|éculas HLA. Por otro lado, para comprobar
si el problema es sé6lo por pérdida funcional,
podria modificarse el protocolo de vacuna-
cion; por ejemplo, se podrian reinfundir los
linfocitos y observar si se vuelve a producir
la misma cinética de destruccién del tumor.

A. RiBas: La idea de reinfundir los linfocitos
esta limitada por todos los procesos a que
sometemos a los linfocitos T, como la linfo-
citopenia, y el factor limitante es la toxicidad
del tratamiento, ya que este procedimiento
equivaldria a realizar dos trasplantes de mé-
dula 6sea en un paciente en poco tiempo.
Aunque el tratamiento se ha realizado con
pocos pacientes, estamos seguros de que la
pérdida de expresion de antigenos en células
cancerigenas no es tan importante como la
pérdida de funcionalidad de los linfocitos,
basandonos en datos biolégicos, en el de-
sarrollo cronolégico y por los resultados que
vamos acumulando. Tienes razén en que la
pérdida de MHC, de transportadores TAP o
de antigeno conduciria a que nada de esto
funcionara, pero no parece que el tumor ten-
ga esta capacidad de una forma tan rapida.
Aqui tenemos respuestas en los primeros 2 a
3 meses, y los 3 meses siguientes todos los
pacientes presentaron mdultiples recidivas.
No es un clon que empieza a crecer, sino
que crecen en diferentes sitios, lo que indica
que la respuesta inicial no se ha mantenido,
pero estamos abiertos a varias posibilidades.

D. Jaraauemaba: En el caso de que este trata-
miento sea estable y seguro, jos habéis plan-
teado alguna estrategia para poder tratar po-
blaciones reales, en las que la mayoria de las
personas no son idénticas en HLA? Aunque
en vuestro estudio uséis A2 (a pesar de que
es muy comun) y en los que ademas el TCR
es especifico del MHC, ademas del péptido.

A. RiBas: El objetivo del estudio no es conseguir
un tratamiento para pacientes sino entender
conceptos concretos. Tal y como has dicho,
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obviamente, cuando usas un TCR estéas limi-
tado por un HLA. Por otro lado, ahora que
este estudio estéd en marcha, hemos planea-
do hacer TIL (tumor infiltrated lymphocytes),
que no dependen de TCR debido a que son
autélogos y pueden expandirse, y concep-
tualmente su manipulacién y su aplicacién
son mucho mas sencillas. No obstante, esta
Gltima opcién esta limitada por quién paga
el tratamiento. Con terapias como las que he
comentado pueden controlarse mucho mas
las variables y aplicar méas ciencia, por lo
que se conseguirian mas becas, tanto de los
National Institutes of Health como de fun-
daciones privadas. Pero para poder obtener-
las hay que plantear objetivos y preguntas
concretas, y no pretender encontrar un trata-
miento para todo el mundo.

N. Prats: ;A qué atribuis la pérdida de pig-
mentacién de la piel y del pelo? ;También
observasteis el mismo efecto en ratones de
capa oscura?

A. RiBas: Es interesante que en los ratones
sélo observamos vitiligo en la zona del tu-
mor, y en los pacientes, aunque no en todos,
se da casi albinismo completo debido a que
MART-1 se expresa en melanocitos norma-
les. El sistema inmunitario ve tanto las célu-
las normales como las malignas.

L. Awvarez-VaLLina: En primer lugar, jcrees que
el apareamiento que puede ocurrir entre los
TCR y los receptores endégenos puede tener
algo que ver con lo que has comentado? Por
otro lado, ;crees que una aproximacion con
los CAR (chimeric activation receptor), que
ahora estdn muy en boga y dan buenos resul-
tados, podria ser aplicable? Y finalmente, ;nos
podrias decir o perfilar qué ideas tenéis para
intentar restaurar o mantener la funcionali-
dad de los linfocitos T?
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A. Rieas: En relacién con la primera pregunta,
el apareamiento es un problema muy impor-
tante. Nosotros usamos un receptor tisular
que tiene preferencia de apareamiento endé-
geno; el alfa y el beta se aparean muy bien.
Pero hemos tenido que descartar muchos re-
ceptores porque cuando se ponen en sus lin-
focitos, que tienen sus receptores alfa y beta
enddgenos, se produce un desacoplamiento
y la especificidad se reduce por debajo del
25%, porque es preferencial con el end6-
geno. Sin embargo, el que seleccionamos
para llevar a la fase clinica era dominante.
En cuanto a la segunda pregunta, tenemos
interés en los CAR, pero el problema es que
su margen terapéutico es muy estrecho en los
humanos, y desaparecen debido a su inmu-
nogenicidad. Dan una sefializacion a través
de moléculas coestimuladoras y el problema
es que no existe control fisiolégico, ya que
cuando ven al antigeno producen una sefia-
lizacién muy fuerte, y ha habido dos pacien-
tes que murieron debido a toxicidad por una
respuesta exagerada de efectos secundarios.
Y en relacién con la tercera pregunta, para
mantener la funcionalidad de los linfocitos T
tenemos pensado realizar varias cosas. Pri-
mero, dar oligoclonalidad al receptor tisular,
ya que no se le puede dar multiclonalidad.
Segundo, dar CTLA4 para mantener la fun-
cionalidad in vivo. Tercero, basandonos en
los estudios de Davis Baltimore, poner los
TCR en células madre hematopoyéticas, en
las cuales hay una formacién endégena de
linfocitos transgénicos y dominantes, que se
seleccionan en el timo. Para lograrlo, hay que
conseguir linfocitos maduros para que ten-
gan un efecto antitumoral, y posteriormen-
te, al cabo de 2 o 3 meses, estas células se
expandiran, por lo que cuando los linfocitos
T (que tienen una funcionalidad y una vida
media limitada) dejen de funcionar habra un
tratamiento enddgeno.



Induccion de tolerancia
para la alergia

L. Graca
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Resumen: La induccion terapéutica de tolerancia inmunitaria ha sido un objetivo destacado de la
investigacion en los ultimos afios. Sin embargo, el nimero de enfermedades inmunitarias en las cua-
les la induccién de tolerancia haya demostrado ser efectiva es todavia muy limitado. Los anticuerpos
monoclonales ofrecen la oportunidad de manipular la respuesta inmunitaria para inducir tolerancia.
Este capitulo proporciona una visién general de la induccidn de tolerancia inmunitaria terapéutica a
los antigenos extrafios mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, y cémo estos mecanismos
pueden ser aprovechados para inducir la tolerancia a los alérgenos. Los anticuerpos monoclonales
que interfieren con las moléculas implicadas en la activacion de los linfocitos T pueden utilizarse
para inducir tolerancia a los antigenos presentes durante la activacion de estas células. Por lo tan-
to, la presencia simultanea de los alérgenos y los anticuerpos terapéuticos puede permitir que el
sistema inmunitario deje de responder a estos alérgenos, sin dejar de ser inmunocompetente para
responder a diversos otros antigenos.

Palabras clave: Tolerancia inmunitaria — Células T reguladoras — Anticuerpos monoclonales — CD4

— foxp3 — Asma — Alergia.

Introduccion

La induccién terapéutica de tolerancia inmu-
nitaria ha sido considerada por muchos como
el santo grial de la inmunologia. Las Ultimas
décadas han visto un crecimiento exponencial
de la incidencia de enfermedades causadas
por la desregulacién del sistema inmunita-
rio. Es el caso de las enfermedades alérgicas
(como el asma), las enfermedades autoinmu-
nitarias (como la artritis reumatoide, la diabe-
tes de tipo | y la esclerosis multiple) y las en-
fermedades inflamatorias intestinales. A estas
enfermedades se une la creciente importancia
del control de la respuesta inmunitaria que lle-
va al rechazo de un injerto o a la neutralizacién
de un gen o un agente terapéutico biolégico.

La hemofilia es un buen ejemplo de cé6mo
el sistema inmunitario puede ser un obstaculo
para el tratamiento eficaz de las enfermeda-
des genéticas. En los pacientes con hemofi-
lia A, que corresponde a una deficiencia en
la produccion del factor VIII (FVIII), el tra-
tamiento mas eficaz es la sustitucién de la
proteina que falta mediante la administracion
de factor VIII recombinante. Sin embargo, en
aproximadamente un tercio de los pacientes
con hemofilia A grave el sistema inmunitario
inicia una respuesta inmunitaria contra la
proteina recombinante (que en estas perso-
nas es una proteina extrafia), que da lugar a
la produccién de anticuerpos que neutralizan
al FVIII.Y Por ello, estos anticuerpos gene-
ralmente son conocidos como «inhibidores».
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Vamos a usar este ejemplo como caso ilustra-
tivo de la pérdida de tolerancia inmunitaria y
su posible induccién terapéutica.

La importancia del timo
en la induccion de tolerancia

Entre los diversos componentes de la inmu-
nidad adaptativa, las células T CD4+ desem-
pefian un papel clave en la regulacién de la
respuesta inmunitaria. De hecho, incluso
las respuestas mediadas por anticuerpos,
0 aquellas mediadas por las células T cito-
téxicas, necesitan la «ayuda» de las células
CD4+ (razdn por la cual se conocen como hel-
per). Por lo tanto, la tolerancia de las células
CD4+ se ha considerado fundamental en el
mantenimiento de un estado de tolerancia in-
munitaria global, lo que lleva a la proteccién
en relacion con las enfermedades autoinmu-
nitarias.

El timo, donde las células T se desarrollan,
también es un drgano esencial para la impo-
sicién de la tolerancia inmunitaria. Las expe-
riencias del grupo de Le Dourain mostraron,
hace dos décadas, que el trasplante de tejidos
entre dos especies diferentes realizado duran-
te el periodo embrionario no lleva a la acep-
tacion de estos tejidos a menos que también
sea trasplantado el precursor del epitelio del
timo.? Estos resultados complementan a los
estudios sobre la tolerancia neonatal de Brent
y Medawar, que mostraron que un trasplante
de médula 6sea en el periodo neonatal puede
inducir tolerancia a otros tejidos del mismo
donante.?

Mas recientemente se ha sabido que las
células epiteliales del timo pueden expresar
genes caracteristicos de los tejidos periféricos
(como la insulina o la mielina), bajo el control
de un factor de transcripcion llamado Aire.*5
Clasicamente, la contribucién del timo para el
establecimiento de la tolerancia inmunitaria
se ha atribuido al papel de la seleccién ne-
gativa;® esto es, la eliminacion de las células
T que reconocen antigenos propios con alta
avidez durante su desarrollo en el timo. Se ha
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demostrado que la expresién en el timo de los
genes ectépicos bajo el control de Aire ayuda
a eliminar los clones de células autorreacti-
vas.”

Sin embargo, también se ha demostrado
recientemente que el reconocimiento de an-
tigenos propios durante el desarrollo de los
linfocitos T en el timo es esencial para la for-
macion de las células T reguladoras (Treg).®
Estas células Treg se caracterizan por la ex-
presién del factor de transcripcién FOXP3 y
son capaces de suprimir la respuesta inmuni-
taria en la periferia.®

Subtipos de células T CD4+

La activacion de células T CD4+ en la peri-
feria no s6lo esté vinculada al reconocimien-
to de antigenos por su receptor (TCR), sino
que también necesita la interaccién con un
conjunto de moléculas en la superficie de las
células presentadoras de antigeno, lo que se
conoce como coestimulacion. Sin embargo,
todavia hay una tercera sefial que correspon-
de al conjunto de las citocinas presentes cer-
ca de la célula T durante su activacion. Estas
citocinas determinaran la funcién final de las
células CD4+.

Los primeros tipos funcionales de células
CD4+ identificados fueron designados Thl y
Th2, y se caracterizan, respectivamente, por
la produccién de interferon gamma e inter-
leucina 4. Cada una de estas dos citocinas
tiene la capacidad de evitar la polarizacion de
las células T en las células que producen la
citocina contraria, favoreciendo asi la espe-
cializacién funcional de las células que pro-
ducen citocinas de su tipo. En consecuencia,
y teniendo en cuenta la observacion de que
varias enfermedades autoinmunitarias se aso-
cian con un predominio de citocinas Th2 (por
ejemplo, las enfermedades alérgicas como el
asma) o Thl (por ejemplo, las enfermedades
autoinmunitarias), se propuso que la reinduc-
cion de tolerancia podria lograrse al favorecer
una «desviacién inmunitaria» hacia la produc-
cion de las citocinas deficitarias.
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Figura 1. Diferentes subtipos de células T CD4+. La activacion de las células CD4+ en presencia de citocinas
diferentes afectard a la polarizacion de estas células en efectores de diferentes subtipos.

Hoy se sabe que la situacién no es tan sim-
ple. De hecho, hay muchos mas tipos de cé-
lulas CD4+ funcionales, es decir, Th17, Th9,
Th22,y las citadas Treg (Fig. 1). Estas ultimas,
que pueden ser identificadas por la expresion
de foxp3, son particularmente importantes en
el mantenimiento de la tolerancia por la capa-
cidad de suprimir a las otras células T. De he-
cho, una deficiencia de las células Treg, como
ocurre en los individuos con mutaciones en el
gen foxp3, produce un sindrome autoinmuni-
tario grave, Ilamado IPEX (Inmunodeficiencia,
Poliendocrinopatia, Enteropatia, ligado a X),
desde el nacimiento.!°

Lugares inmunoprivilegiados

Pero no sélo las células inmunitarias mantie-
nen el estado de tolerancia, también los di-
ferentes tejidos del cuerpo pueden producir
sustancias que los protegen de los ataques

inmunitarios. Por ello se ha revisado la no-
cion clasica de que el tejido (por ejemplo, un
trasplante, o las vias respiratorias de un pa-
ciente asmatico) es un espectador pasivo del
proceso inflamatorio que le afecta. Los tejidos
producen algunos factores, como indeolami-
na-desoxigenasa (IDO) y hemooxigenasa 1
(HO-1), que pueden protegerlos de la accién
del sistema inmunitario.!!

Por lo tanto, los clasicos lugares inmuno-
privilegiados, como la placenta o la camara
anterior del ojo, son quiza los ejemplos méas
extremos de la importancia de los mecanis-
mos locales para la proteccion ante una agre-
sién inmunitaria, pero no los Unicos. La mayor
parte de nuestros tejidos tiene algunos me-
canismos que, en circunstancias normales,
pueden contribuir a su proteccién contra la
inflamacién excesiva.

Por lo tanto, el estado general de la tole-
rancia debe entenderse como el resultado de
una combinacion de mecanismos de acciones
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en superposicion que, en conjunto, puede evi-
tar la autoinmunidad. Esto no es sorprenden-
te, ya que la autoinmunidad puede tener una
importante influencia en la capacidad repro-
ductora de un individuo, y como tal influye en
la seleccion natural.

Induccion de tolerancia

En aquellas situaciones en que una persona
se ve afectada por una enfermedad inflama-
toria de base inmunitaria, el tratamiento ha-
bitual consiste en farmacos antiinflamatorios
0 inmunosupresores. Sin embargo, este tra-
tamiento no tiene por objeto inducir toleran-
cia. De hecho, debido a su accién inespecifi-
ca estos farmacos son eficaces en la reduc-
cién de los sintomas de la enfermedad, pero
también disminuyen la capacidad del sistema
inmunitario para proteger al cuerpo frente a
los microorganismos. El estado de tolerancia
se define como la ausencia de una respuesta
efectora inmunitaria contra un conjunto defi-
nido de antigenos, en un sistema inmunitario
competente que si genera una respuesta pro-
tectora frente a otros antigenos.

Este ejemplo queda bien ilustrado con la
induccion de la tolerancia en el trasplante. Se
ha demostrado que es posible prevenir el re-
chazo del trasplante utilizando, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales blogueadores de
las moléculas que participan en la activacion
de las células T.!? En animales de experimen-
tacion puede prevenirse el rechazo indefinida-
mente mediante el tratamiento con estos anti-
cuerpos en los primeros dias después del tras-
plante. Los animales son tolerantes (no son
inmunodeficientes): son competentes para
rechazar trasplantes de donantes diferentes,
pero no rechazan los de nuevos donantes ge-
néticamente idénticos al original.

Se ha demostrado que este estado de tole-
rancia inducida por anticuerpos depende de
la induccion de células Treg.'® También se ha
observado que la tolerancia es dominante y
se transmite: en animales tolerantes pueden
inyectarse linfocitos T capaces de rechazar
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el trasplante, que son controlados, y algunos
son convertidos en células Treg.'*1®> Algunas
de estas células Treg se encuentran en el tras-
plante tolerado.’® Recientemente hemos de-
mostrado que es posible activar la expresion
de foxp3 en las células asesinas naturales
invariantes (iNKT), que asi ejercen la misma
funcién que las células Treg.!” Sin embargo,
las células iINKT foxp3+ tienen la capacidad
de migrar hacia el higado tras su administra-
cion intravenosa, con lo cual también pueden
inducir la supresion inmunitaria localizada en
el higado.

Induccion de tolerancia
a proteinas y alérgenos

Se ha estudiado en detalle como se puede
inducir o perder la tolerancia frente a protei-
nas. A principios de los afios 1970, Chiller
y Weigle hicieron varios descubrimientos fun-
damentales al respecto, utilizando inmuno-
globulinas humanas (como proteinas extra-
fias) en ratones. Descubrieron que el uso de
un adyuvante (endotoxina) podia romper el
estado de la tolerancia.'® Del mismo modo, en
varios modelos animales de autoinmunidad se
induce la enfermedad después de la adminis-
tracion del antigeno con adyuvante. Chiller y
Weigle también descubrieron que la accesi-
bilidad del antigeno a la célula presentadora
de antigeno determina el equilibrio entre la
inmunidad y la tolerancia.'® De hecho, la in-
yeccién de inmunoglobulina humana en agre-
gados es muy inmundégena en los ratones. No
obstante, las mismas moléculas de inmunog-
lobulina humana no son inmunégenas cuando
estan desagregadas y asi evitan la respuesta
inmunitaria frente a inyecciones posteriores
con agregados.

Sin embargo, algunos de los métodos mas
efectivos para inducir la tolerancia al tras-
plante no resultaron muy eficaces para indu-
cirla a las proteinas. Por ejemplo, en modelos
animales de hemofilia, los mismos anticuer-
pos monoclonales que son eficaces en la in-
duccion de tolerancia a los trasplantes (como
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el anti-CD4) so6lo retrasan la produccién de
inhibidores del factor VII1.2%21 Pero si en lugar
de utilizar FVIII inyectado, el FVIII se expresa
en los tejidos mediante terapia génica, la in-
fusion de anticuerpos monoclonales si puede
inducir tolerancia.??

Cabe sefialar que los anticuerpos utilizados
para inducir la tolerancia son anti-CD4 de un
isotipo que no causa directamente la muerte
de las células que reconocen.

Sin embargo, encontramos que los mismos
anticuerpos terapéuticos (anti-CD4) adminis-
trados al mismo tiempo que un extracto de
alérgeno (&caros del polvo doméstico) pueden
prevenir la aparicién de manifestaciones de
asma alérgica en ratones, en particular la in-
filtracion de las vias respiratorias con células
inflamatorias, la produccion excesiva de moco
y la hiperreactividad bronquial (Agua-Doce y
Graca, pendiente de publicacion).

El tratamiento con anti-CD4 puede impedir
las manifestaciones del asma alérgica cuando
el anticuerpo se administra simultaneamente
con el alérgeno (pero no cuando se administra
sin él) en animales previamente sensibilizados
(Agua-Doce y Graga, pendiente de publica-
cion).

Para estudiar mejor el mecanismo de in-
duccioén de la tolerancia reproducimos el sis-
tema experimental con dos proteinas diferen-
tes: ovoalbimina y p-lactoglobulina. En estos
casos, el estado de la tolerancia se confirma
por la ausencia de produccién de inmuno-
globulina después de la inmunizacién de los
ratones con la misma proteina, mientras se
mantienen inmunocompetentes para producir
anticuerpos cuando son inmunizados con una
proteina diferente. Estos resultados demues-
tran que el estado de tolerancia es especifico
del antigeno, y que los animales permanecen
inmunocompetentes.

La induccidén de tolerancia es lo suficien-
temente robusta para imponerse en animales
con un TCR transgénico, en los cuales la gran
mayoria de las células T son especificas para
el antigeno utilizado. Estos animales transgé-
nicos permiten la investigacién de los meca-
nismos que llevan al estado de tolerancia, al

permitir seguir el destino de estas células T
especificas para el antigeno.

Conclusion

De acuerdo con los datos anteriores, encon-
tramos que el estado de tolerancia puede
mantenerse de varias formas. Vimos que el
mantenimiento de la tolerancia natural se
basa en diversos mecanismos que en conjunto
cooperaran en la prevencion de la autoinmu-
nidad. Del mismo modo, en la induccién de
tolerancia periférica pueden influir diferentes
factores: algunos dependientes de citocinas
como la interleucina-10, otros que se basan
en factores locales, tales como IDO, muchos
otros que requieren la expansién de las células
Treg, y finalmente otros que acttian reduciendo
el nimero de células especificas para el anti-

Regulacion

Anergia

Delecién

Privilegio

Figura 2. Los diferentes mecanismos de induccion
de tolerancia inmunitaria actuan de manera com-
plementaria. En diferentes localizaciones anatémi-
cas (como la placenta, el intestino o la piel), al-
gunos de estos mecanismos son mas importantes.
También en distintas situaciones (por ejemplo, en
presencia de infeccién o adyuvante) pueden reclu-
tarse preferentemente algunos de los mecanismos.
Sin embargo, todos podran ser utilizados para la
induccion de tolerancia terapéutica.
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geno en cuestion (Fig. 2). Es posible aprove-
char la sinergia entre estos mecanismos para
desarrollar estrategias mas eficaces para indu-
cir tolerancia inmunitaria. De hecho, nuestros
estudios preliminares muestran que, en indi-
viduos sensibles a alérgenos, los métodos de
induccién de tolerancia basada en las células
T tienen una baja eficiencia, pero la promo-
cion de la eliminacion de los clones reactivos
al alérgeno podré favorecer la induccién de to-
lerancia.
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DISCUSION

C. Mufoz: ;Se utilizan anticuerpos anti-CD4 A. RiBas: Debido a que es un correceptor del

en humanos para trasplante, o lo que nos has
explicado sélo se aplica en modelos muridos?

L. Graca: Los anticuerpos anti-CD4 fueron
unos de los primeros anticuerpos monoclo-
nales estudiados en ensayos clinicos sobre
la artritis reumatoide, a finales de la década
de 1990. Inicialmente, los anticuerpos mo-
noclonales no humanizados eran muy inmu-
négenos. Los resultados de estos ensayos no
fueron demasiado positivos, pero se mantuvo
la idea de que la falta de eficacia estaba rela-
cionada con la cantidad de anticuerpos con-
tra los anti-CD4. Y los pacientes que respon-
dian presentaban valores de anti-CD4 mas
bajos. Por otro lado, se dispone de un estu-
dio para el tratamiento del asma en el cual el
anti-CD4 (keliximab) indujo leucocitopenia.
Su objetivo no era inducir tolerancia sino eli-
minar de manera especifica las células CD4.
Hay una empresa americana que ha huma-
nizado el anti-CD4 y esta considerando em-
pezar ensayos clinicos con este anticuerpo.

A. RiBas: ;Nos puedes explicar un poco mas
como actua el anticuerpo anti-CD4? ;lInte-
racciona so6lo sobre el receptor o bien pro-
duce algln tipo de efecto en la sefializacion
intracelular?

L. Graca: La sefializacién intracelular no se
conoce, pero sabemos que los anticuerpos
anti-CD4 (que son bloqueantes) causan una
reduccion de la expresién de CD4 en la su-
perficie de los linfocitos. Se observé con un
anticuerpo para un epitopo diferente. En
términos de sefalizacién no se conoce bien,
pero en términos de efecto, nuestro grupo y
otros hemos conseguido inducir la muerte
celular por apoptosis, que no elimina a los
linfocitos por complemento, sino que como
los linfocitos se activan debido a esta pertur-
bacién de su sefializacién, cuando éstos se
dividen también inician el proceso de apop-
tosis.

receptor de células T, ;modifica la especifi-
cidad del receptor de células T para sus an-
tigenos?

L. Graca: Es dificil de estudiar, pero sabemos

que los linfocitos T reciben una sefial deriva-
da de su antigeno. De hecho, en situaciones
de trasplante son claramente especificos de
antigeno, y por eso no se bloquea por com-
pleto la capacidad de los linfocitos T de re-
cibir una sefial del antigeno. Pero esta claro
que la calidad de esta sefial cambia de ma-
nera espectacular.

L. Awarez-VaLLina: ;Disponéis de datos res-

pecto a si los anticuerpos monovalentes
anti-CD4 con Fab tienen este mismo efecto?
iCrees que podria utilizarse algin otro for-
mato adicional para potenciar este efecto?

L. Graga: Desconozco si hay estudios con an-

ticuerpos monovalentes. Por otro lado, con
los Fab, el mejor ejemplo es el de los anti-
CD3. Los resultados con anti-CD3 son muy
similares a los obtenidos con anti-CD4 en
cuanto a la inducciéon de tolerancia, y ade-
mas hay estudios clinicos con anti-CD3 para
la diabetes. Pero los anti-CD3 presentan un
problema, que es la liberacién de citocinas.
Muchos estudios se realizaron con fragmen-
tos de Fab, a pesar de su diferente semivida,
y los resultados fueron similares a los obteni-
dos con los anticuerpos.

L. Awarez-VaLLina: jHas probado el anti-CD4

que vosotros usais como Fab en vuestro mo-
delo?

L. Graca: No, no lo hemos estudiado.

J. AramBuRuU: ;Podéis generar memoria? Es-

tos linfocitos no son T reguladores porque
no dependen de FOXP3, sino que en cier-
to sentido son de tipo hiperrespondedores.
;Podéis establecer poblaciones de memoria,
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transferirlas, y mantener esta hiperrespuesta
con el tiempo? Desde un punto de vista tera-
péutico, podrias hacer infusiones periédicas.

L. Graca: Precisamente estamos llevando a
cabo estos experimentos ahora, aunque sélo
disponemos de datos muy preliminares. Al
transferir linfocitos que son especificos de
antigeno, sabemos que después del trata-
miento muchas de estas células mueren,
seguramente por apoptosis, pero las que
sobreviven, que no son reguladoras ni foxp3
positivas, tienen caracteristicas de células
anérgicas.

M. peL VaL: Cuando se realiza el tratamiento
junto con la exposicién al alérgeno se pro-
duce una inhibicién de la reaccion alérgica
asmatica. En el caso de la memoria, en el
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mismo ratén y a largo plazo, si s6lo se ex-
pone al alérgeno sin anti-CD4 ni anti-CD40,
ise observa memoria? Es decir, ;se mantiene
la proteccion?

L. Graca: Si, hemos observado que se mantie-
ne la proteccion. Con el mismo alérgeno hay
proteccion, pero si utilizamos otro observa-
mos tolerancia sin inmunosupresién.

M. Juan: La inmunoglobulina especifica de
todos los modelos que has comentado, ;se
mantiene en la normalidad o disminuye y
hay cambios de isotipo?

L. Graca: En los animales sensibilizados sin
tratamiento, la inmunoglobulina especifica
disminuye con el tiempo. En cambio, con el
tratamiento no aparece.



Inmunoterapias experimentales®
para la enfermedad celiaca, un modelo
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Resumen: La enfermedad celiaca se inicia como una intolerancia dietética de base enzimética fren-
te a las gliadinas o péptidos del gluten, componente fundamental de los cereales mas frecuentes en
el mundo occidental. Rapidamente, esta intolerancia deriva en una enfermedad autoinmunitaria sis-
témica. En la actualidad, los celiacos deben seguir de por vida una dieta estricta carente de gluten,
algo casi imposible en la practica. El 50% de los celiacos que siguen una dieta sin gluten continda
experimentando sintomas, produccion de autoanticuerpos y atrofia de las vellosidades intestinales.
Por tanto, es necesario el desarrollo de nuevos tratamientos. Hasta la fecha se han realizado ensayos
clinicos con cinco opciones terapéuticas dirigidas a distintos aspectos de la cascada autoinmunitaria
Yy que se postulan como “complementos” de la dieta sin gluten para evitar el dafio inducido por
contaminaciones o transgresiones dietéticas. El acetato de larazétido es el farmaco experimental mas
avanzado y ha demostrado una reduccion de los sintomas y de los anticuerpos antitransglutaminasa.
El campo de la inmunoterapia experimental para la enfermedad celiaca esta en sus inicios, pero pre-
senta ya signos esperanzadores de que algun dia habra tratamientos farmacoldgicos que contribuyan
a un mejor control de los pacientes celiacos y una mejora de su calidad de vida.

Palabras clave: Dieta sin gluten — Enfermedad celiaca — Glutenasas — Larazétido.

Introduccion

La enfermedad celiaca es una de las afec-
ciones genéticamente determinadas mas
prevalentes en la poblaciéon occidental. Se
caracteriza por la aparicién de una reaccion
inmunitaria iniciada en el intestino delgado
contra las proteinas del gluten de la dieta. En
los individuos predispuestos, esta reaccion
desemboca en una respuesta autoinmunitaria

contra varios autoantigenos y en el desarrollo
de patologia intestinal y extraintestinal. Varios
estudios epidemiolégicos han estimado una
prevalencia de un caso por cada 130 a 400
individuos de la poblacién general. Normal-
mente se presenta en los primeros afios de la
vida, aunque puede pasar inadvertida y no ser
diagnosticada hasta la edad adulta, con una
presentacion atipica o extraintestinal. Muchas
veces, sin embargo, la enfermedad puede apa-

*Todos los compuestos mencionados en este articulo son experimentales y no han sido aprobados para su uso,
al no estar ain demostradas su eficacia y su seguridad.
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recer en la edad adulta. Se estima que la en-
fermedad celiaca con manifestaciones extra-
intestinales es hasta 15 veces mas frecuente
que la que produce sintomas intestinales, y
que por cada paciente diagnosticado hay entre
5y 10 que no lo estan. El descubrimientoy la
introduccion en la practica clinica de tests se-
rolégicos sensibles y especificos (anticuerpos
antiendomisio y antitransglutaminasa tisular)
han permitido incrementar el diagnéstico de
casos monosintomaticos o asintomaticos. El
diagnostico precoz de esta enfermedad resul-
ta crucial, ya que la mortalidad asociada a ella
es hasta dos a cuatro veces superior a la de la
poblacién general, relacionada principalmente
con una elevada asociacion de linfomas Ty B,
y en menor medida otros tumores digestivos.

Patogenia de la enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca es multifactorial, pues
intervienen factores genéticos, inmunitarios
y ambientales (gluten). Muestra una de las
asociaciones mas fuertes que se hayan des-
crito con la regién HLA. En la mayoria de las
poblaciones, mas del 90% de los pacientes
expresan el heterodimero HLA-DQ2 codifica-
do por los alelos DQA1*0501 y DQB1*02;
los restantes expresan el heterodimero HLA-
DQ8, codificado por los alelos DQA1*03 y
DQB1*0302. El papel predominante del HLA
DQ2 se explica porque los péptidos de gluten
modificados por la transglutaminasa tisular
tienen una afinidad aumentada por las mo-
léculas DQ2 de las células presentadoras de
antigeno.

El gluten es una mezcla compleja de poli-
péptidos presente en cereales como el trigo,
la cebada, el centeno y la avena, consisten-
te en dos fracciones: una soluble en alcohol,
denominada gliadina, hordeina, secalina o
avenina en funcion del cereal a que nos es-
temos refiriendo (trigo, cebada, centeno y
avena, respectivamente), y otra insoluble que
recibe el nombre de glutenina. Una caracte-
ristica comdn de las proteinas del gluten es
su alta cantidad de prolina y glutamina, que
hace que sean especialmente resistentes a la
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digestiéon por las enzimas gastrointestinales
y permite su persistencia en el lumen intes-
tinal, con el consecuente desarrollo de una
respuesta inmunotoxica en los individuos ge-
néticamente predispuestos. Los péptidos de
gluten se unen a la enzima transglutamina-
sa tisular, que los desamina y transforma los
residuos de glutamina en &cido glutdmico,
resultando péptidos cargados negativamente
que son presentados por las moléculas HLA
de clase Il DQ2 y DQ8. Este hecho provoca
la activacion de los linfocitos CD4 T helper 1
en la ldmina propia, y secundariamente una
inflamacién intestinal que da lugar a hiper-
plasia de las criptas y atrofia de las vellosi-
dades intestinales. Uno de estos péptidos, el
conocido como 33-mer, posee una secuencia
altamente inmunégena que es reconocida por
las células T de la mucosa intestinal. Se des-
conoce como los péptidos de gluten inmunoé-
genos alcanzan la ld&mina propia desde la luz
intestinal. Hay evidencias que demuestran
que pueden pasar por via paracelular a través
de uniones intercelulares densas defectuo-
sas. Sin embargo, otros estudios han demos-
trado que el transporte ocurre por medio de
transcitosis epitelial, aunque también se ha
propuesto que las células dendriticas puedan
lanzar proyecciones que alcancen el lumen
intestinal. Una vez activadas, las células CD4
secretan citocinas Thl, fundalmentalmen-
te interferon gamma (IFN-y). Otras citoci-
nas relevantes en la patogenia de la enferme-
dad celiaca son el IFN-a y las interleucinas
(IL) 15, 18y 21. El resultado final es un dafio
a la mucosa manifestado como atrofia de las
vellosidades e hiperplasia de las criptas, con
reduccién de la superficie de absorcién intes-
tinal (Fig. 1).

Las nuevas opciones terapéuticas tienen
“puntos de ataque” complementarios. En
un futuro este hecho posiblemente permiti-
ra el tratamiento de la enfermedad celiaca
con una combinacién de dos o mas farma-
cos, asociados a la dieta sin gluten. Hasta el
momento se han desarrollado ensayos clini-
cos con cinco opciones diferentes. El acetato
de larazétido (AT-1001) tiene como objetivo
impedir el paso de péptidos de gluten a la
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lamina propia mediante el cierre de las unio-
nes intercelulares densas localizadas parace-
lularmente. Por otro lado, la degradacion del
gluten empleando endopeptidasas (ALVOO3 y
AN-PEP) conduciria a la formacién de ami-
noacidos no téxicos, que no inducirian una
respuesta inmunitaria patolégica al alcanzar
la lamina propia. También se esta ensayando
una vacuna desensibilizante (Nexvax2®) que
utiliza tres péptidos del gluten, los cuales
provocarian una reacciéon de inmunotoleran-
cia en las células T en pacientes celiacos
HLA DQ2 positivos. Y por ultimo, se estan

estudiando nuevas alternativas de tratamien-
to basadas en farmacos inmunomoduladores,
como el inhibidor de los receptores CCR9 de
los linfocitos T (CCX282-B, Traficet-EN®) y la
infeccién por el parasito Necator americanus
(Fig. 1).

Los péptidos del gluten de la dieta alcanzan
la lamina propia por via paracelular y trans-
celular, y alli son desaminados por la enzima
transglutaminasa (TG2) para producir epito-
pos altamente inmundgenos. Si se impide el
paso de los péptidos reordenando y cerrando
las uniones intercelulares densas localizadas

| Péptidos del gluten de la dieta |

| Transcelular ‘ | Paracelular ‘

Luz

Larazétido (AT-1001): impide el paso paracelular de intestinal

péptidos téxicos de gluten desde la luz intestinal

mediante el cierre de uniones intercelulares densas.

A —— ey W i Epitelio
intestinal
Lamina
A propia
a0 A
A A

Necator americanus: inhibidor de la respuesta
inmunitaria frente al gluten, induciria inmunotolerancia.

CCX282B: inhibidor de los receptores CCR9 de los
linfocitos T, impediria su migracién a la lamina propia
y la consecuente activacion de la cascada
inmunitaria patoldgica.

ALV003 y AN-PEP: endopeptidasas que fragmentan
el gluten en aminoacidos no inmunotéxicos.

Nexvax2®: vacuna que utiliza tres péptidos
procedentes del gluten que inducirian una reaccién
de inmunotolerancia en las células T en pacientes
celiacos HLA DQ2 positivos.

Figura 1. Mecanismos de accién y puntos de ataque de las nuevas opciones terapéuticas en la enfermedad

celiaca.
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paracelularmente (como hace el larazétido),
éstos no alcanzaran la ldamina propia y no se
iniciara la cascada inmunitaria patolégica. Por
otro lado, las endopeptidasas ALVOO3 y AN-
PEP tienen como objetivo degradar el gluten
hasta conseguir aminoacidos no téxicos, que
al llegar a la l&mina propia no inducirian reac-
ciones inmunitarias aberrantes. Otros farma-
cos en estudio inhiben la activacién linfocita-
ria, como el inhibidor de los receptores CCR9
de los linfocitos T (CCX282B o Traficet-EN®),
y hacen que éstos no alcancen la ldmina pro-
pia intestinal desde el torrente sanguineo y
se impida la reaccién inflamatoria tipica de
la enfermedad celiaca. La vacuna terapéuti-
ca NexvaxZ2® induce una reaccion de inmu-
notolerancia en las células T de los pacientes
DQ2 positivos, y la inoculacién subcuténea de
Necator americanus también trata de inducir
reacciones de inmunotolerancia.

Tratamiento actual de
la enfermedad celiaca: dieta sin gluten

Una dieta dificil de cumplir

La dieta sin gluten supone la supresién de todo
alimento que lo contenga, es decir, de cual-
quier producto que incluya harinas de trigo,
cebada, centeno o avena. Actualmente no
hay unanimidad en cuanto a considerar a la
avena una proteina segura. Al ser su conte-
nido en prolaminas inferior al de los tres ce-
reales reconocidos como téxicos, sus efectos
nocivos podrian manifestarse a largo plazo,
motivo por el cual la recomendacién actual
mas extendida es desaconsejar su consu-
mo. A priori, la eliminacién del gluten de la
dieta puede parecer tarea sencilla, pero hay
que tener en cuenta que las harinas se utili-
zan ampliamente en la industria alimentaria
y estan presentes en multitud de alimentos.
La normativa que regula el etiquetado de los
productos alimentarios de la mayor parte de
los paises es deficiente. El colectivo celiaco
estd constantemente expuesto a contamina-
ciones incontroladas de gluten en los alimen-
tos que consumen, por falta de tecnologias
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que permitan garantizar con fiabilidad si un
alimento esta libre de gluten. En consecuen-
cia, cumplir fielmente la dieta sin gluten es
complejo y a menudo el enfermo celiaco ve
restringidas sus actividades sociales o se ve
obligado a reducir la variedad de alimen-
tos que ingiere. Por otro lado, los alimentos
exentos de gluten pueden ser dificiles de
encontrar, generalmente tienen peor sabor y
a menudo son mas caros. Se estima que, a
lo largo del tiempo, entre el 30% y el 50%
de los individuos celiacos seran incapaces
de mantener una dieta sin gluten estricta.
Estos pacientes podran tener sintomas recu-
rrentes, y ademas, el no cumplimiento de la
dieta tiene como consecuencia una elevada
morbilidad que puede manifestarse en forma
de osteopenia, abortos de repeticion, retraso
del crecimiento fetal intrauterino, infertilidad
masculina y un riesgo aumentado de neopla-
sias del tracto digestivo, principalmente. En
definitiva, son necesarios tratamientos alter-
nativos que actlien de manera conjunta con
la dieta para mejorar la calidad de vida del
paciente celiaco. Estos nuevos avances te-
rapéuticos deberan ser seguros, eficaces y
con un coste razonable. Hasta la fecha, su
objetivo realista es la “neutralizaciéon” de pe-
quefias cantidades de gluten, consecuencia
de su ingestion inevitable o no intencionada
por parte de los pacientes celiacos. Por el
momento no se plantea su aplicacién como
sustitutivos de la dieta sin gluten y no hay
ninguno comercializado.

La ingestion
de pequefias cantidades de gluten
provoca dafio en la mucosa intestinal

La dieta sin gluten representa un reto para el
paciente celiaco. Su seguimiento y su acep-
taciéon no son iguales si se trata de un nifio,
de un adolescente o de un adulto. También
dependeréa de si la enfermedad es sintomati-
ca o no. Por otro lado, la contaminacién con
harina de trigo de los alimentos que por natu-
raleza no contienen gluten y de aquellos ma-
nufacturados, que en principio no deberian
contenerlo, incrementa la inseguridad de los
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pacientes a la hora de determinar si un pro-
ducto puede o no ser consumido. Hasta hace
poco no se conocia la posible toxicidad de las
trazas de gluten. Este hecho tiene trascen-
dencia no s6lo médica, sino también sobre
la normativa de fabricacién y etiquetado de
los productos. Ademas, determinar el conte-
nido de gluten de los alimentos es complejo;
actualmente se hace mediante técnicas de
inmunoensayo enzimatico (ELISA), que em-
plean anticuerpos monoclonales o policlona-
les frente a una gran variedad de componen-
tes del trigo. No obstante, la comparacién de
la cantidad de gluten obtenida mediante las
distintas técnicas de ELISA (en especial para
bajos contenidos de gluten cercanos al um-
bral toxico) revela la inconsistencia de estos
métodos, que por tanto resultan poco fiables.
Recientemente se han desarrollado nuevos
métodos analiticos para detectar el gluten
de la cebada y del centeno, que estan permi-
tiendo garantizar el contenido de gluten con
mayor fiabilidad.

En los paises del norte de Europa se permi-
ten hasta 100 ppm en los productos sin glu-
ten especiales para celiacos. Un limite mas
prudente, de 20 ppm, es el permitido en Nor-
teamérica y en los paises del sur de Europa.
En un ensayo prospectivo, doble ciego, con-
trolado con placebo, Catassi et al. demostra-
ron que 50 mg diarios de gluten ingeridos du-
rante 3 meses eran suficientes para provocar
un descenso significativo en la proporcién en-
tre la altura de las vellosidades y la profundi-
dad de las criptas. No se demostré correlacion
clinica ni seroldgica (inmunoglobulina A anti-
transglutaminasa) con los cambios mucosos
provocados por la ingestion de estas trazas de
gluten. Debido al escaso nimero de pacientes
estudiado, no se consiguié demostrar la po-
sible toxicidad de dosis de 10 mg de gluten.
Una revision sistematica reciente sugiere que
una ingesta de gluten diaria menor de 10 mg
es poco probable que ocasione anormalidades
histolégicas significativas. Con el umbral de
menos de 20 ppm de gluten en los alimentos
especiales para personas celiacas se consigue
una ingesta menor de 50 mg/dia, lo que apor-
ta un margen de seguridad suficiente.

Ensayos clinicos terapéuticos
en enfermedad celiaca

Inhibicion de la permeabilidad intestinal:
acetato de larazotido (AT-1001)

El citoesqueleto y las uniones intercelulares
densas regulan la permeabilidad del epitelio
intestinal, y evitan la entrada de bacterias
nocivas o antigenos de la dieta. Un aconteci-
miento precoz en la enfermedad celiaca es la
rotura de estas uniones intercelulares densas,
lo que aumenta la permeabilidad paracelular y
favorece el paso de péptidos nocivos a la lami-
na propia. El acetato de larazétido (AT-1001,
desarrollado por la compafiia americana Alba
Therapeutics) es un octapéptido inhibidor de
la descomposicién de las uniones intercelu-
lares densas del epitelio intestinal mediante
reordenacion del citoesqueleto. Por tanto, blo-
quea el paso paracelular de gluten a la lamina
propia, lo que podria contribuir a evitar el de-
sarrollo de la cascada inmunitaria patolégica
caracteristica de los pacientes celiacos.

Se han realizado tres estudios de fase I:
dos estudios clinicos en sujetos sanos (uno
de seguridad de una sola dosis y otro de dosis
multiples) y un tercer estudio de prueba de
concepto en sujetos con enfermedad celiaca.

El estudio de fase IIA fue un estudio alea-
torizado, controlado con placebo y doble cie-
g0, con 86 enfermos celiacos en remisién. Los
pacientes incluidos ingirieron una dosis de
provocacién de 800 mg de gluten 15 minu-
tos después de la administracién de AT-1001
o placebo, tres veces al dia durante 2 sema-
nas. EI AT-1001 fue bien tolerado a todas las
dosis, incluida la de 8 mg, y se demostré su
seguridad y tolerabilidad en la poblacién de
los pacientes reclutados. No hubo aconteci-
mientos adversos graves. La provocacion con
gluten de 2 semanas no tenia potencia su-
ficiente para surtir un efecto significativo al
evaluar la eficacia y los criterios de valoracién
a priori, pero los analisis exploratorio y ad hoc
demostraron que el AT-1001 era eficaz para
prevenir el aumento de la permeabilidad in-
testinal y los signos y sintomas inducidos por
la provocacién con gluten.
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Posteriormente se llevaron a cabo dos estu-
dios de fase IIB. En el primero de ellos (alea-
torizado, controlado con placebo, doble ciego)
se administraron distintas dosis de larazétido
(1, 4 y 8 mg en cada uno de los grupos) o
placebo, e incluy6é 184 pacientes celiacos en
remisién a quienes se reintrodujo el gluten
(dosis de 900 mg administradas tres veces al
dia durante 6 semanas). El AT-1001 demostré
una reduccién de la permeabilidad intestinal
evaluada mediante el estudio del indice de
lactulosa/manitol durante y después de la pro-
vocacién con gluten, si bien no alcanzé signi-
ficacién estadistica. Se objetivéd un beneficio
estadisticamente significativo del larazétido
en la reduccion de los signos y sintomas tras
la provocacién con gluten, asi como una dis-
minucion en la positividad de los anticuerpos
antitransglutaminasa. Es la primera vez que
un farmaco se muestra eficaz frente al gluten
en los pacientes celiacos.

El segundo estudio de fase IIB realizado
por Alba Therapeutics fue aleatorizado, con-
trolado con placebo, doble ciego, en pacien-
tes celiacos con dieta estricta sin gluten que
fueron divididos en tres grupos (larazétido
4 mg tres veces al dia, larazétido 8 mg tres
veces al dia o placebo). Su objetivo primario
era conocer el indice entre la altura de las
vellosidades y la profundidad de las criptas
comparando biopsias de los dias O y 56 (an-
tes y después del tratamiento con AT-1001).
Sus objetivos secundarios eran valorar la se-
guridad y la tolerabilidad del farmaco. Este
estudio finaliz6 su reclutamiento a mediados
de 2009 y alin esta pendiente de resultados.

Por el momento, una caracteristica del AT-
1001 es que no pasa a la circulacién sistémi-
ca, lo que afianza su buen perfil de seguridad.
No se comunicé ningln acontecimiento ad-
verso grave en ninguno de los estudios.

Tratamiento enzimatico: prolil-endopeptidasas
(AVLOO3 y AN-PEP)

Puesto que la estructura peptidica del glu-
ten es esencial para producir toxicidad, si los
polipéptidos del gluten se hidrolizaran hasta
sus aminoacidos constituyentes se perderia la
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capacidad lesiva para el intestino. Este des-
cubrimiento supone un avance esperanzador
en la investigaciéon de la enfermedad celiaca.

ALVOO3 (producto desarrollado por la
empresa norteamericana Alvine Pharmaceu-
ticals) es una mezcla de dos glutenasas di-
ferentes con sustratos complementarios: una
cisteina endoproteasa derivada de semillas
germinadas de la cebada y una prolil-endo-
peptidasa procedente de Sphingomonas cap-
sulata. Ambas son activas en medio acido, y
en una formulacién 1/1 administrada por via
oral maximizan su actividad glutenasa.

En 2008 se realizd un ensayo clinico con
20 pacientes celiacos en remisién con buena
adherencia a la dieta sin gluten, a quienes se
aleatorizéd para recibir una dieta con gluten
(16 g al dia durante 3 dias) pretratada con
AVLOO3 (10 pacientes) o una dieta con gluten
pretratada con placebo (10 pacientes). En el
grupo tratado con AVLOOS3 se observé una dis-
minucién significativa de los marcadores sé-
ricos de actividad inmunitaria caracteristicos
de los pacientes celiacos (IFN-y medido con
técnica de ELISpot) y de la cantidad sérica de
péptido 33-mer, en comparacién con el grupo
que recibié placebo. El siguiente objetivo de
la compafifa Alvine es valorar la efectividad
de las proteasas, no como preprocesamiento de
los alimentos sino como un suplemento real
de la dieta. Se ha realizado un estudio de prue-
ba de concepto en el cual se ha documentado
que el AVLOO3 ingerido por sujetos sanos pue-
de degradar eficazmente alimentos ricos en
gluten. Por ahora, este farmaco sélo se plantea
como un suplemento de la dieta sin gluten,
para “descontaminar” las posibles trazas de
gluten que pueda contener.

En agosto de 2009 comenzé en Finlandia
un ensayo clinico de fase IIA para estudiar
ALVOO3, y aun esta en periodo de recluta-
miento. Este ensayo ha sido disefiado con la
intencién de reclutar unos 110 pacientes y
finalizar en octubre de 2010. Se trata de un
estudio doble ciego, aleatorizado, controlado
con placebo, de 6 semanas de duracién, en
sujetos con enfermedad celiaca bien controla-
da a quienes se instruira para ingerir una pe-
quefia cantidad de gluten prefijada en la fase
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activa del estudio. Los objetivos primarios son
valorar la histologia de la mucosa intestinal
antes y después del tratamiento (dias O y 56),
y la tolerabilidad del farmaco. Como objetivos
secundarios se plantea analizar los cambios
en los linfocitos intraepiteliales y los valores
de los anticuerpos celiacos.

Existe otra prolil-endoproteasa llamada
AN-PEP, derivada de Aspergillus niger. Re-
cientemente se han comunicado los resultados
de un ensayo clinico aleatorizado, cruzado,
doble ciego y controlado con placebo, desa-
rrollado para valorar la seguridad y la eficacia
de AN-PEP en pacientes celiacos a quienes
se someti6é a una provocacién con gluten. Se
incluyeron 14 pacientes bien controlados que
fueron aleatorizados para consumir durante 2
semanas 7 g de gluten en el desayuno junto
con una mermelada que contenia AN-PEP, o
placebo (primera fase). Posteriormente se les
sometié a un periodo de lavado de 2 semanas
de duracién en el cual mantenian una dieta
estricta sin gluten (segunda fase), y por ulti-
mo (tercera fase) se les aleatoriz6 para recibir
gluten asociado a AN-PEP (siete pacientes) o
placebo (siete pacientes) durante otras 2 se-
manas. Antes y después de las fases primera
y tercera se realizaron biopsias duodenales, se
determinaron los valores séricos de anticuer-
pos celiacos y se recogieron los datos de un
cuestionario de calidad de vida. Sélo en dos
pacientes del grupo placebo y en uno del gru-
po tratado con AN-PEP se constat6 deterioro
histolégico, pero esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica. No se documentaron
cambios relevantes en los valores séricos de
los anticuerpos celiacos ni en los cuestiona-
rios de calidad de vida. Los autores conclu-
yeron que AN-PEP es seguro y bien tolerado.

Vacuna terapéutica: Nexvax2®

Se trata de una vacuna desensibilizante que
utiliza tres péptidos del gluten, los cuales pro-
vocan una reaccion en las células T sensibles
al gluten en los pacientes con HLA DQ2 po-
sitivo. Nexvax2® ha convertido estos péptidos
en un agente capaz de inducir inmunotoleran-
cia en un raton con células T sensibles al glu-

ten y restriccion HLA DQ2. El primer estudio
de fase | con dosis crecientes de Nexvax2®
en 40 pacientes en Australia mostré efectos
secundarios relacionados con el gluten, por lo
que fue necesario reducir la dosis (de 90 a 60
pg). La administracién fue por via subcuténea
en dosis semanal durante 3 semanas. Actual-
mente se encuentran reclutando voluntarios
celiacos que sigan una dieta sin gluten para
determinar la seguridad de las inyecciones
semanales de Nexvax2® durante 3 semanas,
comparando las respuestas inmunitarias con
Nexvax2® y placebo (inyecciéon de solucién
salina fisiolégica). El estudio tiene previsto
finalizar en junio de 2010.

Modulacién de la inmunidad
con Necator americanus

La investigacién se basa en la teoria de que
nuestro sistema inmunitario necesita expo-
nerse a organismos exégenos para funcionar
correctamente. La desaparicién de los parasi-
tos intestinales en el intestino de los humanos
residentes en los paises desarrollados puede
ser la causa del aumento de afecciones como
la enfermedad celiaca, la enfermedad de
Crohn, la colitis ulcerosa o el asma. La super-
vivencia del parasito en el intestino se basa en
su capacidad para interferir con la respuesta
inmunitaria del huésped. Los mecanismos
utilizados para hacerlo son similares a los que
se usan para regular las enfermedades autoin-
munitarias. Los investigadores sospechan que
cuando los parasitos son excluidos del am-
biente, algunos individuos reaccionan contra
ellos mismos y desarrollan enfermedades au-
toinmunitarias como las mencionadas.

En un pequefio grupo de personas sanas
con enfermedad celiaca en tratamiento con
dieta, los investigadores se plantearon si Ne-
cator americanus inhibiria la respuesta inmu-
nitaria Th1l frente al gluten al inducir una res-
puesta Th2. En diciembre de 2008 concluyé
un estudio realizado en Australia de fase IIA,
aleatorizado, doble ciego, controlado con pla-
cebo, de provocacién con gluten durante 3
a b dias en 20 pacientes voluntarios tras la
infeccién por el parasito Necator americanus

65



NUEVAS PERSPECTIVAS EN INMUNOTERAPIA

en 10 de ellos. Las larvas del parasito se in-
yectaron por via subcutanea en dos tiempos
(10 larvas en el momento Oy cinco larvas mas
a las 12 semanas). A los pacientes del gru-
po placebo se les inyecté un preparado que
contenia unas gotas de tabasco para que no
notasen diferencia con la irritaciéon producida
por las larvas reales. Los pacientes huéspe-
des de parasitos vivos toleraron la provocacién
con gluten y puntuaron mejor en los tests de
sintomas digestivos en comparaciéon con los
sujetos control sin parasitos. Ademas, expe-
rimentaron menos inflamacién y menos dafio
en la mucosa intestinal, pero no se alcanzé
significacion estadistica. La conclusion fue
que parece haber un efecto inmunomodulador
por parte de Necator, pero se necesitan estu-
dios adicionales. Al final de las 21 semanas
del ensayo se ofreci6 a todos los voluntarios
medicacion para eliminar el parasito, pero to-
dos optaron por mantenerlos.
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J. AramBURU: En primer lugar, ;la composicién
de la flora intestinal tiene alglin efecto sobre
el desarrollo de la enfermedad? Porque en el
modelo transgénico de ratén de enfermedad
inflamatoria intestinal o Crohn, con HLA y
CD4 humanizado, la composicién de la flora
intestinal es clave. Ademas, cuando se abre
la permeabilidad del epitelio intestinal, los
receptores toll-like apicales y basolaterales
inducen diferentes tipos de sefializacion, y

éstas se han ligado a roturas de la barreray a
una mayor reaccién inflamatoria. En segun-
do lugar, debido a que la enfermedad esta
ligada a un HLA concreto, ;es posible averi-
guar la predisposicion a sufrir la enfermedad
durante la infancia y administrar una dieta o
algln probiético para paliar la enfermedad?

F. Leon: En relacién a la primera pregunta, la

composicion de la flora intestinal de los ce-
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liacos es diferente, pero no se sabe si es la
causa o la consecuencia de la enfermedad.
En cuanto a la segunda pregunta, hay un
ensayo realizado en Argentina para evaluar
el uso de probiéticos. Algunos probiéticos
son eficaces para normalizar la permeabili-
dad intestinal, inhiben la respuesta Thl y
promueven la respuesta de IL-10, y son los
que se utilizaran en el futuro. Es un abordaje
interesante.

L. Awarez-VaLLina: Cuando has presentado los
resultados del larazétido, no se ha visto una
correlacion de los anticuerpos transglutami-
nasa con la dosis. ;Qué explicacién sugie-
res?

F. Leon: No conseguimos ver un efecto dosis-
respuesta, pero es algo muy habitual en los
farmacos que acttan sobre el sistema inmu-
nitario. Cuando trabajas en la industria far-
macéutica te das cuenta de que es un fené-
meno habitual. Es posible que no hayamos
podido ver el efecto dosis-respuesta debido
a la existencia de un efecto umbral, y que
nuestro estudio se encontrase en una parte
no lineal del rango de dosis-respuesta, muy
alto o muy bajo. Este fue un problema im-
portante en nuestro ensayo, porque si no hay
dosis-respuesta se cuestiona la eficacia del
farmaco, incluso se cuestiona que el grupo
placebo funcioné peor por casualidad y que
en realidad no hubo ningtn beneficio. Uno
de problemas que nos encontramos durante
los ensayos clinicos con enfermedades in-
munitarias es que si no hay un grupo place-
bo, la Unica forma de demostrar que el far-
maco funciona es mediante biomarcadores
muy especificos, por lo que si no dispones
de un grupo placebo o de los biomarcadores
adecuados, nunca sabras si una respuesta
clinica se debe al farmaco o a la evolucién
natural de la enfermedad.

A. GonziLez: Dada la alta prevalencia de la
enfermedad celiaca y que se asocia exclusi-
vamente a unos determinados HLA, ;tendria
sentido realizar un cribado poblacional para
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poder prevenir la enfermedad en los nifios
mediante una alimentacion sin gluten?

F. Leon: Creo que algln dia se hara. De hecho,

hay mucha gente que lo ha propuesto. Se
cumplen los requisitos de la Organizacion
Mundial de la Salud para realizar un cribado
poblacional. Ademas, el HLA tiene un valor
predictivo negativo muy grande, es decir, si
no se posee HLA DQ2 o DQ8 no se produce
esta enfermedad, por lo que es un buen test.
Por otro lado, esto ya se hace en todas las
familias que tienen un miembro con celia-
quia, pero en el futuro se harad en toda la
poblacién.

M. Juan: Pero el problema del test es que,

por si misma, el 20% de la poblacién posee
DQ2 o DQ8 (y afortunadamente la mayoria
no son celfacos), por lo que ademas del cri-
bado poblacional también deberian hacerse
pruebas para detectar anticuerpos antitrans-
glutaminasa o antigliadina.

F. LeoN: Si, pero el valor predictivo positivo es

bajo. Tal y como ha comentado la Dra. Gon-
zélez, si un individuo posee mas predispo-
sicion a padecer la enfermedad debe tener
mas cuidado con el tiempo de introduccién
del gluten en la dieta, promover la lactancia
materna, etc. La relacion coste/beneficio de
realizar este cribado poblacional todavia no
esta clara, pero a medida que el coste del
test del HLA baje, puede que llegue a reali-
zarse de manera generalizada.

N. Prats: Por curiosidad, ;por qué habéis

descartado el uso terapéutico de la inyec-
cion subcuténea de larvas de Necator ame-
ricanus? Y en segundo lugar, ;seria posible
inmunizar con cuticula de parasito, como se
hace en el asma por via inhalada?

F. Leon: Es una buena observacion. Este abor-

daje no es conveniente porque deben inyec-
tarse larvas de gusano, pero creo que alglin
dia se descubrirda qué parte del parasito
induce el cambio de respuesta Thl a Th2,
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para posteriormente utilizarla para desarro-
[lar un farmaco nuevo.

M. Juan: El desarrollo de la respuesta inmu-
nitaria dependiente de células T durante
la enfermedad celiaca depende de varios
factores: la molécula del HLA, los demas
elementos implicados en la presentacion
antigénica y la permeabilidad de la mem-
brana. En mi opinién, creo que es muy difi-
cil conseguir un tratamiento efectivo si sélo
se tiene en cuenta uno de estos elementos.
Por el contrario, el tratamiento més efectivo
posiblemente seré el que los combine todos,
aunque uno de los problemas a los que nos
enfrentaremos sera demostrar la bioseguri-
dad de todos ellos a la vez. Me parece que el
hecho de buscar una sola diana terapéutica
es un factor limitante a la hora de desarrollar
un tratamiento efectivo. Ademas, creo que
hay que recordar que, aunque se desarroll6
un farmaco antirretroviral, para que el tra-
tamiento contra el virus de la inmunodefi-
ciencia humana sea efectivo debe ser multi-
farmaco. En el caso de la celiaquia, parece
un poco dificil que podamos llegar a algo
efectivo si no descubrimos y actuamos sobre
todos los factores que estan implicados en
la enfermedad.

F. Leon: Estoy totalmente de acuerdo. La Unica
manera de averiguar si una enfermedad se
debe a un solo factor de forma predominan-
te, a un conjunto de factores o bien que haya
un ciclo en el cual los pacientes empiecen
por un factor y terminen con varios, es ha-

cer ensayos clinicos que analicen de forma
muy cuidadosa los biomarcadores presentes
antes, durante y después del tratamiento.
Con esta metodologia se ha descubierto que
la psoriasis se debe casi exclusivamente (el
95% de los casos) a la interleucina 23 (IL-
23). Si se bloquea la IL-23, la psoriasis des-
aparece. Y la enfermedad de Crohn podria
intuirse que también esta causada por la ac-
cién de la IL-23 (basandose en modelos ani-
males), pero ésta sélo interviene en el 30%
de los casos. Hasta que no se realiza el en-
sayo clinico y posteriormente se determinan
la IL-23 y los marcadores de inflamacién, no
puede establecerse si el tratamiento depen-
de de un elemento o de una combinacién de
ellos. Sin duda, para el futuro de la inmuno-
terapia, la combinacion de elementos sera el
mejor tratamiento, sobre todo para las en-
fermedades autoinmunitarias y las alérgicas.

M. Juan: Respecto a lo que has comentado
acerca de los biomarcadores, hace unos 4
afios se publicé un estudio'? en el cual se
usaron tetrameros de clase Il con péptido
especifico para determinar las concentracio-
nes. ;Es reproducible?

F. Leon: No es reproducible porque el propio
grupo no es capaz de manufacturarlos. Pero
seria un diagndstico ideal, porque por cito-
metria de flujo puede diagnosticarse celia-
quia y monitorizar la evolucién de la enfer-
medad. EI problema es que nadie ha podido
reproducir los tetrameros y este grupo sélo
los obtiene cada 6 meses.

'Raki M, Fallang LE, Brottveit M, Bergseng E, Quarsten H, Lundin KE, et al. Tetramer visualization of gut-
homing gluten-specific T cells in the peripheral blood of celiac disease patients. Proc Natl Acad Sci USA.

2007;104:2831-6.

?Brottveit M, Raki M, Bergseng E, Fallang LE, Simonsen B, Lgvik A, et al. Assessing possible celiac disease by
an HLA-DQ2-gliadin tetramer test. Am J Gastroenterol. 2011;106:1318-24.
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Inmunoterapias en esclerosis multiple
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Resumen: Durante mds de una década, los tinicos farmacos disponibles para tratar pacientes con
esclerosis multiple han sido dos inmunomoduladores, el interferén beta (IFN-B) y el acetato de
glatiramero, y un inmunosupresor, la mitoxantrona. En los Gltimos afios, dos nuevos farmacos, el
anticuerpo monoclonal especifico de la integrina a4 natalizumab y el farmaco oral fingolimod, han
sido aprobados por su eficacia, que es superior a la de los tratamientos de primera linea (IFN-3
y acetato de glatirdmero). No obstante, el optimismo inicial se ha visto ensombrecido por la apa-
ricion de efectos secundarios serios asociados a estos farmacos, como son la leucoencefalopatia
multifocal progresiva en los pacientes tratados con natalizumab e infecciones graves y lesiones
tumorales o pretumorales en los tratados con fingolimod. La esclerosis multiple es una enfermedad
muy heterogénea y compleja, con un componente inflamatorio y un componente neurodegenera-
tivo. Mientras la inflamacidn desempefia un papel crucial al inicio de la enfermedad, la neuro-
degeneracion parece ser la causante de la progresion. Todos los tratamientos aprobados hasta el
presente tienen efecto sélo sobre el componente inflamatorio, por lo que no son eficaces en la fase
progresiva de la enfermedad. El desarrollo de nuevos agentes con propiedades antiinflamatorias,
neurorregeneradoras y neuroprotectoras sigue siendo una necesidad y un objetivo prioritario para
clinicos e investigadores. La experiencia acumulada en los Gltimos afios nos ha ensefiado que para
el éxito de un nuevo tratamiento tan importante es su eficacia como su seguridad.

Palabras clave: Esclerosis multiple — Inmunomoduladores — Inmunosupresores — Anticuerpos mo-
noclonales — Terapias celulares.

Introduccion

La esclerosis multiple (EM) es una enfer-
medad inflamatoria crénica, desmielinizante
y neurodegenerativa que afecta al sistema
nervioso central (SNC). Es la mayor causa
de discapacidad neurolégica en adultos jove-
nes y afecta a alrededor de dos millones de
personas en el mundo. Su causa todavia se
desconoce, pero sabemos que se desarrolla en

individuos genéticamente susceptibles y que
requiere factores ambientales.!

Desde el punto de vista clinico, es una en-
fermedad muy heterogénea. La mayoria de
los pacientes presentan una forma remitente
recurrente (EMRR) caracterizada por la apari-
cion de déficit neurolégicos agudos, llamados
brotes, que remiten de forma total o parcial.
Alrededor del 85% de los pacientes que pre-
sentan EMRR progresan a una forma secun-

71



NUEVAS PERSPECTIVAS EN INMUNOTERAPIA

daria progresiva (EMSP) caracterizada por una
progresion del déficit neurolégico, que conlle-
va discapacidad y que puede cursar con o sin
brotes. EI 10% al 15% sufre una forma pri-
maria progresiva (EMPP) caracterizada por un
deterioro neurolégico desde el inicio de la en-
fermedad, que normalmente cursa sin brotes.

Al inicio, la EM se caracteriza por una ac-
tiva infiltracién que induce desmielinizacion y
pérdida axonal.? Tradicionalmente se ha con-
siderado una enfermedad autoinmunitaria me-
diada sobre todo por células T autorreactivas
CD4+ con fenotipo Thl y macroéfagos. Sin
embargo, este concepto ha ido cambiando en
los Ultimos afios tras obtener evidencias que
sugieren que otras células del sistema inmu-
nitario, como las células Th1l7, los linfocitos
B, las células dendriticas, las células T natu-
ral killer, o la microglia, también desempefian
una importante funcién en la patogénesis de
esta enfermedad.

Estudios sobre la evolucion de la EM indi-
can que aunque al principio el grado de infla-
macion de la enfermedad determina su curso
inicial, la progresion parece ser independien-
te del grado de infiltracién. La progresién es
consecuencia de la neurodegeneracién, es de-
cir, de la pérdida axonal. Aunque el dafio axo-
nal es mas prominente en las lesiones activas,
lo cierto es que también se encuentra en la
materia blanca aparentemente normal y en
la materia gris. En los pacientes con formas
progresivas de la enfermedad, la neurodege-
neracién se observa ya en etapas tempranas
y parece ser independiente de la inflamacién.
En estos casos, los tratamientos antiinflama-
torios han resultado muy poco eficaces.

La gran heterogeneidad clinica, asi como la
disociacion entre inflamacién/lesiones y pro-
gresioén, dificultan notablemente el desarrollo
de tratamientos. Los farmacos de que dispo-
nemos en la actualidad para tratar la EM son
todos inmunomoduladores o inmunosupreso-
res, es decir, sélo tienen efecto sobre el pro-
ceso inflamatorio. A continuacion se resumen
los tratamientos aprobados y una seleccién de
los mas prometedores que se encuentran en
desarrollo.
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Farmacos aprobados

Interferén beta

El interferon beta (IFN-B) es un farmaco de
primera linea en el tratamiento de la EM. En
la actualidad se dispone de cuatro formula-
ciones aprobadas: Avonex® (IFN-Bla), que
se administra en inyeccién intramuscular
semanal; Rebif® (IFN-Bla), que se adminis-
tra en inyeccién subcutanea tres veces a la
semana; y Betaseron® y Extavia® (IFN-B1b),
que se administran por inyeccién subcuta-
nea a dias alternos. Diversos ensayos clinicos
han demostrado su eficacia para reducir la
frecuencia de brotes y el nimero de lesiones
desmielinizantes. Sin embargo, no se ha po-
dido demostrar su efecto sobre la progresion
de la discapacidad.® Los efectos secundarios
mas comunes son linfocitopenia, reaccién en
el lugar de la inyeccioén, dolores de cabeza y
elevaciéon temporal de las enzimas hepéticas.
En raras ocasiones se observa depresion o ne-
crosis en el lugar de la inyeccion.

Inicialmente, la logica de su utilizacién en
esta enfermedad fue su actividad antiviral.
Hoy todavia se desconoce el mecanismo de
accion exacto del IFN-B. Entre los muchos
efectos que se le atribuyen estan reducir la
expresion de moléculas coestimuladoras en
células presentadoras de antigeno (y por tanto
la presentacion de antigeno), inhibir la proli-
feracién de células Thl, desviar un fenotipo
proinflamatorio a uno antiinflamatorio, reducir
la expresion de metaloproteinasas (y por tan-
to el dafio de la barrera hematoencefalica) y
probablemente también estimular las células
T reguladoras (Treg).

Acetato de glatiramero

El acetato de glatiramero (Copaxone®) con-
siste en polimeros de aminoacidos sintéticos
compuestos de secuencias aleatorias de cua-
tro aminoéacidos (tirosina, glutamato, alanina
y lisina) en cantidades molares fijas, y se em-
plea como farmaco de primera linea en el tra-
tamiento de la EM. Debe inyectarse a diario
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y se ha demostrado su eficacia para reducir
la frecuencia de los brotes y el nimero de
lesiones desmielinizantes. Sin embargo, no
ha podido demostrarse su efecto sobre la pro-
gresion de la discapacidad.® En comparacion
con otras opciones terapéuticas, el acetato de
glatiramero se tolera muy bien y su efecto se-
cundario mas frecuente es una reaccién local
en el lugar de la inyeccion.

Por su composicién similar a la proteina
béasica de la mielina, el acetato de glatiramero
se disefid inicialmente para inducir encefalo-
mielitis autoinmunitaria experimental, el mo-
delo animal de la EM. No obstante, los estu-
dios en animales demostraron su eficacia para
prevenir y suprimir esta enfermedad. Tal efi-
cacia probablemente se basa en su capacidad
de inducir células Treg e inhibir la respuesta
de células T especificas de la mielina. Las cé-
lulas T especificas de acetato de glatiramero
parecen producir factores neurotréficos, por lo
que se cree que este farmaco puede actuar
también como agente neutroprotector.*

Mitoxantrona

La mitoxantrona (Novantrone®) es un derivado
sintético de la antraciclina con potente acti-
vidad inmunosupresora e inmunomoduladora,
que se emplea como farmaco de segunda li-
nea en el tratamiento de la EM, especialmente
en pacientes con formas muy agresivas de la
enfermedad. Varios ensayos clinicos han de-
mostrado su eficacia tanto en la EMRR como
en la EMSP.5 El principal problema de este
farmaco son sus serios efectos secundarios.
Se ha observado que la acumulacién de dosis
altas de mitoxantrona induce cardiotoxicidad,
y otra complicacién asociada a su uso es el
desarrollo de leucemias secundarias hasta en
el 2,8% de los pacientes.®

La mitoxantrona se intercala en el DNA,
causa roturas e impide su reparacion al in-
hibir la topoisomerasa Il. Tiene actividad in-
munosupresora al inhibir la proliferaciéon de
linfocitos B y T, asi como actividad inmuno-
moduladora al reducir la produccién de IFN-y,
factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) e in-
terleucina 2 (IL-2).

Natalizumab

El natalizumab (Tysabri®) es el primer anti-
cuerpo monoclonal aprobado como farmaco
de segunda linea para el tratamiento de la
EMRR. Se administra en infusiones mensua-
les de 300 mg. Su eficacia en el tratamiento
de la EMRR se ha demostrado en dos ensayos
clinicos.”® Reduce de forma muy significativa
la frecuencia de los brotes, el nimero de le-
siones y el riesgo de progresion, y es mas efi-
caz que el IFN-f y el acetato de glatirdamero.
Aunque en general se tolera bien, un porcen-
taje reducido de pacientes (hasta el momento
105 de aproximadamente 90.000 tratados)
ha desarrollado leucoencefalopatia multifocal
progresiva, una enfermedad del SNC causada
por la reactivacién del virus JC que infecta y
destruye los oligodendrocitos.® Normalmente
esta enfermedad se produce en pacientes in-
munodeprimidos en quienes la vigilancia del
SNC por el sistema inmunitario es deficiente,
y suele provocar una discapacidad grave o la
muerte.!°

El natalizumab es un anticuerpo recombi-
nante humanizado que reconoce la cadena a4
de las integrinas a4B1 y a4B7. La integrina
a4B1, también Ilamada VLA-4, se expresa en
todos los leucocitos excepto los neutrdfilos, y
se une a la molécula VCAM expresada en el
endotelio durante la inflamacién. El natalizu-
mab se une a VLA-4 y bloquea su interaccion
con VCAM. La légica de su aplicacién en la
EM ha sido impedir la extravasacion de linfo-
citos y células presentadoras de antigeno al
organo diana, es decir, al SNC. La ausencia
de infiltrado en el SNC suprime la enferme-
dad, pero pone en serio riesgo la inmunovigi-
lancia y permite la reactivacién del virus JC.
Todavia no esta claro por qué en los pacientes
tratados con natalizumab se reactiva el virus
JC y no lo hacen otros virus neurotrépicos. Se
sabe que las células progenitoras CD34+y las
células B son las principales transportadoras
sistémicas del virus JC. La interaccién entre
VLA-4 y su ligando es primordial para la reten-
cion de las células CD34+ en la médula 6sea
y de las células B en los o6rganos linfoides.
El natalizumab, al bloquear esta interaccion,
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eleva el nimero de dichas células en sangre
periférica y por tanto la carga viral.!°

En los pacientes tratados con natalizumab,
la inmunosupresion en el SNC se revierte al
eliminar el tratamiento. En los que desarro-
Ilan leucoencefalopatia multifocal progresiva
inducida por natalizumab, generalmente el
anticuerpo se elimina por plasmaféresis. La
eliminacion del anticuerpo permite una entra-
da masiva de células del sistema inmunitario
en el SNC atraidas por la infeccién viral, y se
genera un nuevo cuadro clinico que se ha lla-
mado “sindrome de inmunorreconstitucién” y
que tiene graves consecuencias, incluso mas
dafiinas que la propia leucoencefalopatia.!:!?

Fingolimod

El fingolimod (FTY720) es un anélogo sinté-
tico del antibiético miriocina, un agonista del
receptor de fosfato de esfingosina-1 (S1P), y
es el primer inmunomodulador oral aprobado
como farmaco de primera linea en Estados
Unidos y de segunda linea en Europa para el
tratamiento de la EM. Su eficacia, superior a
la del IFN-B, ha sido demostrada en dos en-
sayos clinicos de fase II1.131* No obstante,
también se han observado serios efectos se-
cundarios en los pacientes tratados con este
farmaco, entre ellos infecciones por virus her-
pes, complicaciones cardiovasculares, edema
macular, desarrollo de tumores y encefalitis
hemorragica.

La principal accién de FTY720 es secues-
trar los linfocitos en los nédulos linfaticos y
con ello impedir el acceso de las células T
autorreactivas al SNC.!5 Por su parte, la prin-
cipal funcién de S1P es controlar la entrada
y salida de los linfocitos en los nédulos linfa-
ticos y el timo. FTY720 se une al receptor de
S1P y reduce su expresion en los linfocitos, y
por tanto su interaccion con S1P. Al no poder
interaccionar con S1P, los linfocitos T no re-
ciben la sefial de abandonar los nédulos lin-
faticos y quedan retenidos, por lo que su pre-
sencia en la sangre se ve reducida. FTY720
también parece afectar a los linfocitos B pro-
ductores de anticuerpos, y como cruza la ba-
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rrera hematoencefalica también afecta a los
astrocitos y los oligodendrocitos.

Farmacos en desarrollo

Farmacos orales

La ansiedad y otros efectos secundarios aso-
ciados a la inyeccion representan una barrera
importante para la adherencia de los pacien-
tes a los tratamientos de primera linea (IFN-f
y acetato de glatiramero). Por este motivo,
ademas de FTY720 se estan desarrollando
otros farmacos orales que se encuentran ya
en las Ultimas fases de estudio o a punto de
ser aprobados para el tratamiento de la EM.
Uno de estos farmacos es la cladribina, un
analogo del nucledsido purina que penetra en
las células, donde es activada al ser fosforila-
da por la doxicitidina cinasa. La acumulacién
de cladribina impide la sintesis de DNA y su
reparacién, y la 5’-nucleotidasa previene su
acumulacién. Los linfocitos, comparados con
otras células, tienen mayor cantidad de doxi-
citidina cinasa y menor de 5’-nucleotidasa,
por lo que acumulan cladribina y son elimi-
nados por ella. Ademas, la cladribina puede
cruzar la barrera hematoencefalica, por lo que
puede eliminar linfocitos en el SNC. Un efec-
to secundario grave asociado a este farmaco
es el desarrollo de infecciones y neoplasias.!®

La teriflunomida, un inhibidor de la sin-
tesis de pirimidina con actividad antiprolife-
rativa, es otro farmaco oral en desarrollo. Se
utiliza en la actualidad para tratar la artritis
reumatoide y es bien tolerada.

El laquinimod es también un farmaco oral
en desarrollo cuyos principales efectos son
reducir la infiltraciéon del SNC e inducir un
cambio de respuesta proinflamatoria (Th1) a
antiinflamatoria (Th2). No presenta efectos
secundarios graves y por ello es un farmaco
prometedor en el tratamiento de la EM.

Por ultimo, el dimetilfumarato, un deri-
vado del acido fumarico, es un farmaco oral
muy bien tolerado que se utiliza desde hace
tiempo para el tratamiento de la psoriasis. Su
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modo de accién consiste en inducir la apop-
tosis en las células T activadas y desviar la
respuesta inmunitaria de proinflamatoria a
antiinflamatoria.!’

Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales estan entre
los agentes méas prometedores para el trata-
miento de la EM. Inicialmente se vieron con
gran escepticismo debido sobre todo a la
gran reaccion frente a las proteinas de ratén,
y por las dificultades de su producciéon. No
obstante, hoy dia estos problemas han sido
solventados y por ello se han convertido en
una atractiva alternativa. El natalizumab ha
sido el primer anticuerpo monoclonal aproba-
do para el tratamiento de la EM, pero estéan
en desarrollo otros anticuerpos dirigidos con-
tra otras dianas.'®

El alemtuzumab (Campath®) es un anti-
cuerpo monoclonal humanizado dirigido con-
tra CD52, una molécula de superficie con
funcién desconocida y expresada por células T
y B, monocitos y eosindfilos. La union del ale-
mtuzumab a su diana elimina estas células por
lisis mediada por complemento, toxicidad de-
pendiente de anticuerpo e induccién de apop-
tosis, lo que resulta en una leucocitopenia pro-
longada. Después del tratamiento se requieren
2 afios para recuperar los titulos de células T
CDA4+ previos. Originariamente este anticuerpo
se gener6 para el tratamiento de enfermeda-
des linfoides. En la EM se ha demostrado su
eficacia para reducir los brotes y las lesiones.
Sin embargo, durante la fase progresiva de la
enfermedad no se ha demostrado ningln efec-
to sobre la discapacidad. El principal efecto
secundario adverso de este tratamiento es la
apariciéon de enfermedades autoinmunitarias
secundarias. Entre un 20% y un 30% de los
pacientes desarrollan enfermedades autoin-
munitarias del tiroides, principalmente enfer-
medad de Graves, y el 2,8% trombocitopenia
pUrpura idiopatica. Otros efectos secundarios
son infecciones, incluida la leucoencefalopa-
tia multifocal progresiva, de momento obser-
vada en un Unico paciente, pero cuya inciden-

cia podria aumentar con el nimero de pacien-
tes tratados.

Otros anticuerpos monoclonales en desa-
rrollo para la EM son anticuerpos anti-CD20,
una molécula expresada exclusivamente por
las células B. La mayoria de los estudios se
han realizado con rituximab, un anticuerpo
quimérico ratén-humano que elimina las cé-
lulas B y que estd aprobado para su uso en
los pacientes con linfoma de células B no
Hodgkin. No obstante, lo méas probable es que
se sustituya por otro anticuerpo anti-CD20
Illamado ocrelizumab, que es un anticuerpo
monoclonal humanizado. Varios ensayos cli-
nicos han demostrado su eficacia en el trata-
miento de la EM, pero la aparicién de casos
de leucoencefalopatia multifocal progresiva
en pacientes con otras enfermedades diferen-
tes de la EM, como lupus eritematoso sisté-
mico, han hecho saltar la alarma. Respecto al
modo de accién, ha sorprendido que el ritu-
ximab tiene efecto sobre la EM sin modificar
la produccion de anticuerpos. Esto sugiere
que los linfocitos B probablemente participan
en la patogenia de esta enfermedad por otros
mecanismos, como puede ser actuando como
células presentadoras de antigeno o como in-
munorreguladoras.

El daclizumab es otro anticuerpo monoclo-
nal humanizado en desarrollo para el trata-
miento de la EM. Reconoce el epitopo Tac de
la cadena alfa del receptor de la IL-2 (CD25).
La unién del daclizumab al receptor de la IL-2
bloquea la unién de IL-2. EI CD25 se expresa
en bajo grado en las células T en reposo, y su
expresion aumenta cuando éstas se activan.
La légica para la utilizacién de este anticuerpo
en la EM era bloquear la proliferacion de las
células T autorreactivas activadas. Su eficacia
en la EM se ha demostrado en varios ensayos
clinicos, pero su mecanismo de accién ha sido
totalmente inesperado.!®?° El daclizumab no
reduce los linfocitos T, sino que expande las
células natural killer (NK) que expresan en
alto grado la molécula de superficie CD56. Se
observé una gran correlacién entre la expan-
sién de estas células y la reduccién del nd-
mero de lesiones que captaban gadolinio. Las
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células NK que expresan en alto grado CD56,
ademas de tener actividad inmunorreguladora
pueden lisar células T. La expansién selectiva
de estas células durante el tratamiento con
daclizumab se debe a que estas células, a
diferencia de las células T que expresan el
receptor de IL-2 de alta afinidad formado por
las cadenas IL-2Ra/B/vy, expresan el receptor
de afinidad intermedia que no contiene la
cadena IL-2Ra, y por ello no es bloqueado
por el anticuerpo. Curiosamente, las células
T reguladoras expresan en alto grado CD25.
La eficacia del daclizumab cuestiona el papel
real de las Treg en la patogenia de la EM.

Terapias celulares

TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS AUTOLOGAS

El fundamento para el uso del trasplante de
células hematopoyéticas en la EM es eliminar
primero completamente el sistema inmunita-
rio autorreactivo mediante inmunosupresion,
y luego trasplantar un sistema inmunitario
tolerante. EI estudio del sistema inmunita-
rio de siete pacientes con EM receptores de
un trasplante durante los 3 afios posteriores
a éste apoyan dicha hipotesis.?! Después del
trasplante se produce una profunda renova-
cion del sistema inmunitario y aparece un re-
pertorio de células T mucho mas amplio que
el que habia antes, asi como un incremento
del nimero de células T CD4+ naive que aca-
ban de salir del timo.

Las primeras evidencias sobre la eficacia
de este tratamiento en la autoinmunidad son
casuisticas y se obtuvieron en pacientes en
quienes se realiz6 un trasplante alogénico
de células hematopoyéticas para tratar otras
enfermedades malignas y se observé una re-
gresion de la autoinmunidad. El trasplante
alogénico no parece factible en el tratamiento
de la autoinmunidad por la alta mortalidad
asociada, pero si el autélogo. ElI punto mas
critico en la utilizacion de este tratamiento en
la EM es, sin duda, la eleccién del paciente,
ya que es una medida que puede poner en
riesgo la vida para tratar una enfermedad que
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generalmente no supone un riesgo mortal. La
eficacia del trasplante en el tratamiento de la
EM se ha demostrado en varios estudios, pero
parece depender de manera muy directa de la
edad y del estado del paciente. Los pacientes
que més se benefician son los menores de 40
afios con formas de EMRR muy agresivas y
duracién de la enfermedad inferior a 5 afios.
Respecto a los efectos secundarios, sin duda
el principal riesgo es la mortalidad asociada
al trasplante, que en los estudios realizados
entre 1995 y 2000 era del 7,3%, pero dis-
minuy6 al 1,3% en los que se hicieron entre
2001 y 2007. Las razones de esta reduccién
en la mortalidad son, probablemente, la ma-
yor experiencia de los centros, la seleccion de
los pacientes y evitar regimenes de condicio-
namiento demasiado intensos.??

TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
MESENQUIMALES

Las células progenitoras mesenquimales re-
presentan una poblacién heterogénea de cé-
lulas estromales que pueden obtenerse de la
mayoria de los tejidos conectivos y pueden
expandirse in vitro manteniendo un fenotipo
estable, pero conservando la capacidad de
diferenciarse en tejido adiposo, cartilago y
hueso. Inicialmente estas células empezaron
a utilizarse por sus propiedades regenerati-
vas. Sin embargo, la observacién inesperada
de que podian inhibir la proliferaciéon de cé-
lulas T in vivo e in vitro proporcioné la idea
de su posible aplicacién en las enfermedades
autoinmunitarias.?® Las principales evidencias
del beneficio del trasplante de células mesen-
quimales para tratar la EM se han obtenido
en el modelo animal de encefalomielitis au-
toinmunitaria. La inyeccién de células proge-
nitoras mesenquimales puede mejorar el curso
clinico de la encefalomielitis autoinmunitaria,
y reducir la desmielinizacién y la infiltracion
del SNC sin necesidad de inmunosupresion.
Se han publicado algunos estudios realizados
en un reducido nimero de pacientes que reci-
bieron inyecciones intravenosas o intratecales
de células mesenquimales, en los cuales se
ha demostrado la seguridad del procedimien-
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to, pero no son suficientes para establecer su
eficacia de forma convincente. Aunque prome-
tedor, este tratamiento todavia tiene importan-
tes cuestiones abiertas, como son el tipo de
paciente o el protocolo para la expansion de
células mesenquimales in vitro. Actualmente
hay un grupo internacional, formado por neu-
rologos, expertos en trasplante e inmunélogos,
que pretenden consensuar los protocolos para
la utilizacion de estas células en el tratamien-
to de la EM.?

TERAPIAS CELULARES DE TOLERIZACION
ESPECIFICAS DE ANTIGENO

La induccién de tolerancia especifica de anti-
geno es, sin duda, una estrategia terapéutica
muy prometedora. Su principal objetivo es in-
terferir en la presentacion del antigenoy en la
activacion de las células T. A pesar del éxito
de varias terapias especificas de antigeno en
modelos animales, la mayoria han fallado
en los humanos, ya sea por poca eficacia, in-
ducir brotes o producir reacciones de hiper-
sensibilidad. Casi todas estas terapias se han
centrado en inducir tolerancia a la proteina
bésica de la mielina (MBP) usando diferentes
estrategias, como son la administracion oral o
intravenosa de la proteina o de péptidos inmu-
négenos de ella, la administracion de péptidos
alterados derivados del péptido MBP83-99
con el objetivo de inducir anergia o desviar la
respuesta de Thl a Th2, la vacunacién con
TCRs con el objetivo de eliminar las células
T autorreactivas, o la inyeccién intramuscular
de vacunas de DNA que codifican para MBP.
Hasta el momento, lo mas eficaz ha sido la
vacunacién con DNA.

Actualmente, en nuestro centro estamos
probando una nueva estrategia de tolerizacién
especifica de antigeno que consiste en la ad-
ministracién intravenosa de linfocitos de san-
gre periférica autélogos a los que quimicamen-
te se les han unido siete péptidos de la mielina
altamente inmundgenos. El agente quimico
utilizado es 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida (EDC), que ademas de unir los
péptidos induce apoptosis.?® Los experimen-
tos preclinicos en el modelo de encefalomie-

litis autoinmunitaria han demostrado que una
Unica inyeccién de esplenocitos cargados con
péptidos y fijados con EDC es muy eficiente
para inducir tolerancia in vivo. En los anima-
les esta estrategia no sélo previene el desarro-
Ilo de encefalomielitis autoinmunitaria expe-
rimental, sino que retarda su inicio y reduce
su gravedad. Aungue el mecanismo de accién
no esta totalmente dilucidado, parece que la
fagocitosis de células apoptéticas cargadas de
péptido por células dendriticas en el bazo, y la
presentacion de estos péptidos en condiciones
tolerogénicas, son cruciales en la induccion de
tolerancia. Una estrategia similar es la que se
esta desarrollando en el Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol, de Badalona, donde en
lugar de células cargadas de péptido y fijadas
con EDC utilizan células dendriticas tolerogé-
nicas generadas in vitro y cargadas con el mis-
mo cocktail de péptidos.

Terapias con precursores neuronales

El trasplante de células progenitoras capa-
ces de regenerar células neuronales seria sin
duda la mejor opcién para reducir la progre-
sién de la enfermedad e incluso la discapaci-
dad. Se sabe que el cerebro humano adulto
contiene progenitores de oligodendrocitos
endégenos, y que células progenitoras neuro-
nales humanas, asi como células progenitoras
embrionarias trasplantadas en ratén, tanto
intratecalmente como en sangre, pueden di-
ferenciarse a oligodendrocitos con potencial
remielinizante. Este tipo de trasplante en
animales que sufren encefalomielitis autoin-
munitaria experimental reduce la pérdida
axonal, pero también tiene un efecto sobre
la inflamacién y atenta la enfermedad. Las
células progenitoras neuronales acttan, por
tanto, no sélo sobre la neurodegeneracion re-
parando axones, sino que también reducen la
inflamacion al secretar citocinas antiinflama-
torias. Otras propiedades que se han atribuido
a estas células son su capacidad de reducir la
infiltracién de linfocitos en el SNC reducien-
do la expresién de la molécula de adhesién
intracelular 1 (ICAM1), asi como de inducir la
expansion de células Treg. La eficacia de es-
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tas células en los humanos todavia no se ha
demostrado, e importantes cuestiones éticas
y de seguridad, como el potencial tumorigeno
de estas células, deben considerarse antes de
iniciar su uso en los humanos. Aunque se han
hecho avances prometedores, lo cierto es que
el trasplante de progenitores neuronales para
tratar la EM todavia esta en fase experimen-
tal.

Conclusiones

La EM es una enfermedad muy heterogénea y
compleja, con un componente inflamatorio y
otro neurodegenerativo. Los tratamientos dis-
ponibles son en su mayoria antiinflamatorios,
por lo que resultan poco eficaces durante la
fase progresiva de la enfermedad. Lo 6ptimo
seria disponer de tratamientos antiinflamato-
rios, neurorregenerativos y neuroprotectores
eficaces y seguros, y aplicarlos de forma si-
nérgica segln las necesidades individuales de
cada paciente.
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L. Gragca: Me ha sorprendido que en los en-
sayos con células madre hematopoyéticas los
pacientes se sometan a un régimen de acon-
dicionamiento con radiacién. ;Cémo induce
este régmen la inmunosupresiéon profunda e
inmediata? ;Como compararias la reduccién
de linfocitos T con alemtuzumab, que no
provoca una inmunosupresion tan profunda,
con los resultados del trasplante de células
hematopoyéticas? Me refiero a la reconstitu-
cion y a los beneficios que experimentan los
pacientes.

M. Sospepra: Después del tratamiento con
alemtuzumab no se recuperan los valores pre-
vios de linfocitos T hasta al cabo de 2 afios.
Ademas, las células madre que se obtienen
son diferentes, aunque son autélogas, en am-
bos casos. Y no hay que olvidar que los efectos
secundarios del alemtuzumab son mucho més
graves.

L. Graca: Pero hay un porcentaje significativo
de mortalidad en las personas que han recibi-
do un trasplante, y hay un 1% de reactivacion
viral.

M. Sospepra: El principal problema del alem-
tuzumab es que se asocia a casos de leucoen-
cefalopatia multifocal progresiva y no se sabe

por qué. En el caso del natalizumab, si hay
mas evidencias debido a que el virus se en-
cuentra en los linfocitos B y en las células
madre CD34+. Ambas células utilizan VLA-4
para mantenerse retenidas en la médula ésea,
en el bazo y en los nédulos linfaticos. Cuando
se utiliza el anticuerpo aumenta el ndmero de
células y aparece la carga viral. Es por ello
que se cree que el natalizumab induce la
reactivacion del virus JC. Por otro lado, tam-
bién hay casos de leucoencefalopatia multi-
focal progresiva con alemtuzumab, pero no
sabemos por qué; ademas, también produce
mas efectos secundarios. Y por Gltimo, en los
pacientes que se han sometido a trasplantes
hematopoyéticos no hay casos de leucoence-
falopatia multifocal progresiva.

L. Awarez-VaLLina: jPor qué via realizais la
infusion de células mesenquimales y a qué
dosis?

M. Sospebra: Nosotros realizamos la infusion
por via intravenosa, pero algunos grupos de
investigacion sugieren que la via intratecal es
mejor.

L. Awvarez-VaLLiNa: Pero por via intravenosa la

mayoria de las células permanecen en el pul-
mon.

79



NUEVAS PERSPECTIVAS EN INMUNOTERAPIA

M. SospPeprA: Si, pero cada grupo de investiga-
cion usa células mesenquimales diferentes, e
incluso a partir de nuestras células otros gru-
pos de investigacién han obtenido diferentes
fenotipos celulares. Por lo tanto, la obtencién
de células mesenquimales no esta estandari-
zada.
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M. Juan: Por otro lado, el papel de las células
mesenqguimales en los procesos de regulacion
aun es bastante desconocido, y habra que ver
c6mo averiguamos sus funciones.



Vacunas contra el VIH

M. Plana

Laboratori de Retrovirologia i Immunopatogenia Viral — IDIBAPS, Hospital Clinic, Barcelona

Resumen: Actualmente se cree conveniente explorar diversas estrategias de inmunoterapia o vacu-
nacién terapéutica con el animo de limitar el tiempo, los efectos adversos y el coste del tratamiento
farmacoldgico, y prevenir la progresion de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
de tipo 1 (VIH-1) mediante la induccidn o la mejora de la respuesta inmunitaria antiviral capaz de
controlar la replicacion del virus. Uno de los abordajes es el uso de vacunas terapéuticas basadas
en células dendriticas autdlogas derivadas de monocitos como adyuvantes, la cuales pueden ser
pulsadas fundamentalmente con virus inactivados o péptidos del VIH-1. Los resultados obtenidos
en los diversos estudios realizados hasta el momento son modestos, aunque prometedores. Sin
embargo, se requiere atin un mayor conocimiento de los mecanismos inmunitarios de control de
la replicacidn viral, asi como el desarrollo de inmundgenos mas potentes o de nuevas estrategias
para potenciar la activacion in vivo de las células dendriticas, para optimizar y mejorar la eficacia
de dichas vacunas terapéuticas frente al VIH-1.

Palabras clave: VIH — Vacunas terapéuticas — Células dendriticas — Inmunoterapia.

Bases patogénicas de la inmunoterapia
en la infeccion por el VIH-1

Limitaciones del tratamiento antirretroviral

El uso de una combinacién de farmacos an-
tirretrovirales como tratamiento estandar ha
reducido la morbilidad y la mortalidad de la
infeccién por el virus de la inmunodeficien-
cia humana de tipo 1 (VIH-1) en los paises
desarrollados.! Sin embargo, y a pesar de
producir un incremento de la cifra de linfo-
citos T CD4+ por encima de 200 células por
mm?3 en el 95% de los individuos, presenta
ciertas limitaciones importantes. En primer
lugar, los pacientes de los paises en vias de
desarrollo aun tienen un acceso limitado a la
medicacion. En segundo lugar, el tratamiento

no estd exento de efectos téxicos importan-
tes, lo que condiciona una adherencia subép-
tima y conlleva en ocasiones la aparicién de
resistencias o la discontinuacion del trata-
miento.? Finalmente, el tratamiento suprime
por completo la replicacién del virus, pero
no lo erradica de los reservorios y tampoco
restaura totalmente las funciones de los lin-
focitos T CD4+.2 Del mismo modo, y como
consecuencia de la menor disponibilidad de
antigeno circulante, disminuyen las células T
CD4 y CD8 especificas frente al VIH-1.% Por
ello se estan explorando diversas estrategias
terapéuticas alternativas, bien como comple-
mento al tratamiento antirretroviral existente,
a fin de erradicar al virus, o bien como susti-
tucion de dicho tratamiento, en el sentido de
permitir un control de la replicacion del virus
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durante periodos largos de tiempo sin necesi-
dad de apoyo farmacolégico.® En realidad, las
estrategias de inmunoterapia pretenden ree-
ducar al sistema inmunitario para que pue-
da mantener una potente y eficaz respuesta
frente al VIH-1, tanto sistémica como en las
mucosas.®

Correlatos de proteccién: factores para
la evaluacién de la inmunoterapia
en la infeccion por el VIH-1

Para poder desarrollar una inmunoterapia efi-
caz se precisa saber primero cudles son los
factores que confieren proteccién frente al
VIH-1 e impiden la progresién de la enferme-
dad. Sin embargo, aln se desconocen los ver-
daderos correlatos de proteccion, aunque gra-
cias a los resultados obtenidos en estudios en
individuos patogénicamente relevantes, tales
como los “controladores de élite” (individuos
infectados por el VIH-1 que presentan una
carga viral plasmatica indetectable en ausen-
cia de tratamiento), aquellos cuya enfermedad
no progresa a largo plazo (individuos infecta-
dos por el VIH-1 que presentan una buena
evolucién clinica hasta después de mas de 10
afios de infeccién), o en modelos animales, se
han podido conocer ciertos factores que me-
recen ser considerados, ya que habitualmente
se asocian a un control inmunitario del virus:

1) Una respuesta de células T CD8+ especifi-
ca frente al VIH-1 que sea polifuncional, es
decir, capaz de producir espontdneamente
multiples citocinas, tales como intereferén
gamma (IFN-y) e interleucina (IL) 2, y a la
vez con una fuerte capacidad proliferativa
frente al antigeno.”#®

2) Unas células T CD8+ especificas frente al
VIH-1 con capacidad citolitica conserva-
da.9

3) Una buena y potente respuesta de células
T CD4+ especificas frente al VIH-1, con
capacidad polifuncional.'®

4) Una buena actividad de la inmunidad in-
nata, fundamentalmente mediada por la
capacidad citolitica de las células natural
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killer (NK), las cuales la ejercen por una
menor sefalizacion a través de ciertos
receptores inhibidores, tales como KIR-
DL1.1t

5) Una moderada activacién del sistema in-
munitario que impedird que los linfocitos
T lleguen a un estado de agotamiento y
senescencia funcional, mediante un dese-
quilibrio en la expresién de ciertos recep-
tores inhibidores, como el receptor PD-1
(programmed death).*?

6) La presencia en suero de anticuerpos capa-
ces de neutralizar al virus, hecho que pa-
rece favorecer mas la no infeccién que la
progresién y el control de la enfermedad.!3
A pesar de que ninguno de estos factores

predice la progresién de la infeccién por el
VIH-1, parece que algunas de las caracteris-
ticas antes citadas de los linfocitos T CD4+
y CD8+ podrian tener un importante papel
en el control de la replicacién viral. La pre-
gunta que todavia no tiene respuesta es cual
de esos parametros debe inducirse con una
estrategia de inmunoterapia, por ser el verda-
dero implicado en el control inmunitario de
la infeccion.

Estrategias de inmunoterapia
en la infeccion por el VIH-1

Hasta el momento, son varias las estrategias
de inmunoterapia que se han intentado apli-
car en la infeccién por el VIH-1 para resolver
la disfuncion de las células del sistema inmu-
nitario y conseguir un control de la replica-
cion viral. Entre ellas se han probado terapias
de transferencia pasiva, ya sea mediante in-
fusion de células T o bien sueroterapia; ad-
ministracién de diversas citocinas; alternan-
cia de tratamiento antirretroviral con perio-
dos de descanso o “interrupciones estructura-
das del tratamiento”, a modo de “autovacu-
nacién”; combinacion de farmacos antirretro-
virales con varios agentes inmunosupresores,
tales como ciclosporina A, hidroxiurea o acido
micofendlico; y finalmente inmunizaciones o
vacunas terapéuticas.®!*
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Vacunas terapéuticas frente al VIH-1

A diferencia de las vacunas preventivas, cuyo
fin es inducir una inmunidad esterilizante, el
principal objetivo de una vacuna terapéutica
es conseguir la prevencién de las complica-
ciones graves de la infeccién cronica por el
VIH-1, mejorando la cantidad y la calidad de
la respuesta inmunitaria del huésped, ya sea
aumentando la respuesta ya existente o bien
induciéndola de novo. Como consecuencia de
la dificultad de generar suficiente cantidad
de anticuerpos de amplio espectro capaces de
neutralizar al VIH-1, la diana de las actuales
vacunas terapéuticas se ha centrado en gene-
rar una respuesta inmunitaria celular. EI mar-
co tedrico es que una vacuna terapéutica efi-
caz deberd mejorar la habilidad del huésped
para limitar la replicacion viral, modular la
tasa de progresion de la enfermedad, y redu-
cir o eliminar la dependencia del tratamiento
antirretroviral.

A lo largo de los afios se han descrito y en-
sayado varios enfoques para conseguir el con-
trol de la infeccién por el VIH-1 mediante una
potenciacién de la respuesta inmunitaria del
huésped. Se ha probado la inyecciéon de un
virus VIH-1 estandar completo e inactivado,
desprovisto de la proteina gp120 de la envuel-
ta (Remune), aproximacion que obtuvo unos
resultados muy limitados, aunque fue eficaz
para aumentar la cifra de células T CD4+.
También se han utilizado varios tipos de vec-
tores virales (canaripox, avipox, virus vaccinia
modificado), solos 0 en combinacién, tanto en
modelos animales como en ensayos en pacien-
tes infectados por el VIH-1, asi como vacunas
de DNA. Aunque los resultados de estos ensa-
yos son diversos, ninguna de estas estrategias
ha conseguido hasta ahora una eficacia total
en términos de supresién prolongada de la
replicacion viral al suspender el tratamiento
farmacolégico habitual. En cuanto a la poten-
ciacién de la respuesta inmunitaria celular, se
ha descrito el control parcial de la carga viral
plasmatica con incrementos transitorios de la
respuesta antiviral de linfocitos T tanto CD4+
como CD8+.515 Por ultimo, y bajo el principio
de intentar generar ex vivo una poblacién de

células presentadoras de antigeno especifico
del VIH-1, que tras ser inyectadas deberian
inducir in vivo una respuesta de linfocitos T
CD4+ y CD8+ de alta calidad y larga dura-
cion, se han ensayado también las vacunas
terapéuticas basadas en células dendriticas.!®

CELULAS DENDRITICAS COMO
CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO EN LA
INMUNOTERAPIA DE LA INFECCION POR EL VIH-1

Las células dendriticas de origen mieloide son
las células con mayor capacidad y potencia
para actuar como células presentadoras de an-
tigeno. Estan geograficamente situadas como
centinelas, detectan sefiales de peligro y ac-
than como unién entre las respuestas inmu-
nitarias innatas y adquiridas. Dada su excep-
cional habilidad de estimular la inmunidad de
las células T en respuesta a patégenos, estas
células se han venido explotando, tanto ex
vivo como in vivo, para la inmunoterapia de
la infeccién por el VIH-1 desde hace ya al-
gunos afios.!” Su uso en humanos, ademas,
ha venido favorecido por el hecho de que se
pueden generar células dendriticas a partir
de monocitos de sangre periférica tras cultivo
con IL-4 y factor estimulador de colonias de
granulocitos y macréfagos.

El uso de células dendriticas para la in-
munoterapia de la infeccion por el VIH-1 ex-
plota las vias naturales del reconocimiento y
del procesamiento del antigeno en el control
inmunitario por parte del huésped. El funda-
mento para la inmunoterapia con células den-
driticas es controlar la infeccién por el VIH-1
mas eficazmente y disminuir el dintel viral
después de retirar el tratamiento.

La activacioén in vivo de las células dendri-
ticas ocurre en tres fases: captura de antige-
no, maduracién y accién efectora. Las células
dendriticas inmaduras captan los antigenos
en la periferia por endocitosis. El proceso de
maduracion se induce en respuesta a sefiales
de peligro, tales como estimulos inflamato-
rios, y se origina a partir de los patrones mo-
leculares asociados a patégenos, a partir de
células apoptéticas o a partir de formas solu-
bles o unidas a la membrana de la familia del
factor de necrosis tumoral. La maduracion se
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caracteriza por la regulacion al alza de los an-
tigenos del complejo principal de histocom-
patibilidad (MHC) de clase | y de clase Il,
moléculas coestimuladoras (CD80/CD86) y
pérdida de la capacidad de captacién de an-
tigeno. Ademas, las células dendriticas tam-
bién regulan al alza la expresion del receptor
de quimiocinas CCR7 y se vuelven sensibles
a quimiocinas, lo que facilita su migracién a
los ganglios linfaticos. Es alli donde las cé-
lulas dendriticas maduras presentan su an-
tigeno a las células T virgenes o naive en el
contexto de las moléculas del MHC |y Il. Se
producird entonces un entrecruzamiento de
la molécula de superficie CD40 en las célu-
las dendriticas y CD40L, molécula expresada
en las células CD4 activadas que actiia como
ligando. Ademas, las células dendriticas se-
cretaran citocinas que promoveran la diferen-
ciacién de los linfocitos T hacia los linajes
helper 1, helper 2 o regulador. Las células
dendriticas también presentaran el antigeno
a los linfocitos T CD8+, los cuales se diferen-
ciaran a células citotéxicas efectoras (CTL).!®

ANTIGENOS UTILIZADOS PARA PULSAR
A LAS CELULAS DENDRITICAS

La naturaleza del antigeno, la cantidad de an-
tigeno para cargar a las células dendriticas,
la eficiencia del pulsado, y la persistenciay la
presentaciéon del antigeno, son criterios im-
portantes que deben considerarse en el de-
sarrollo de una vacuna terapéutica eficaz
basada en células dendriticas (Tabla ). El
antigeno puede proporcionarse a las células
dendriticas de diversas formas. En primer
lugar, puede ser aportado exdégenamente
como péptidos, proteinas enteras o células
apoptéticas. También puede hacerse como
material genético, transfectando las células
dendriticas con vectores virales portadores de
antigenos del VIH-1 DNA o bien RNAm. EI
uso de péptidos antigénicos es una eficiente
estrategia de pulsado de las células dendri-
ticas, aunque esta restringida a un ndmero
limitado de epitopes inmunégenos del VIH-
1 restringidos por el HLA de clase |. Alter-
nativamente, las células dendriticas pueden
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ser pulsadas con proteinas del VIH-1 ente-
ras recombinantes, o bien con particulas del
VIH-1 entero inactivadas. Otras aproximacio-
nes contemplan el uso de una preparacién de
células T infectadas por el VIH-1 apoptéticas
0 necroéticas, o incluso vivas. En ambos casos
se ha logrado inducir respuestas especificas
frente al VIH-1 de linfocitos T CD4+ y CD8+.
Cabe mencionar que estos métodos son difi-
ciles de estandarizar debido a las variables
que existen: fuente del virus, tipo y estado de
activacion de las células infectadas, modo de
apoptosis 0 necrosis, método de inactivacion
del virus y concentracion de antigeno en la
preparacion a usar.!®

El uso de antigenos codificados por acidos
nucleicos, sea DNAc o RNAm, es mas facil
de estandarizar. La transfeccién con RNAm
que codifica antigenos del VIH-1 parece ser
uno de los métodos més eficaces para cargar
a las células dendriticas y obtener la consi-
guiente estimulacion de los linfocitos T espe-
cificos frente al VIH-1.12° En este sentido,
se ha utilizado RNAm que codifica antigenos
del VIH-1 consenso o especificos de subtipo,
como por ejemplo Gag, pero los resultados
obtenidos son algo controvertidos.?! Por otro
lado, se han desarrollado también métodos
para aislar RNAm codificantes de secuencias
del virus autélogo obtenidos a partir del DNA
proviral, o bien de secuencias virales deriva-
das de las células infectadas en periferia o
de plasma, que representan a la vez virus del
archivo latente y virus activo en replicacion.
Esta Ultima estrategia parece ofrecer una me-
jor perspectiva para el desarrollo de una in-
munoterapia especifica de cada paciente diri-
gida hacia todas las quasiespecies del VIH-1
autélogo, eliminando el riesgo biolégico del
virus entero intacto en el producto final de
la vacuna.

ESTRATEGIAS DE VACUNAS EN CELULAS DENDRITICAS
PROBADAS EN ENSAYOS CLINICOS

Se han realizado ensayos clinicos de vacuna-
cion terapéutica con células dendriticas en
pacientes infectados por el VIH-1, tanto naive
como tratados con antirretrovirales. Puesto
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Tabla |. Factores esenciales a considerar en el disefio y el uso de las vacunas terapéuticas frente al VIH-1

basadas en células dendriticas.

Tipo de célula dendritica
Maduracién de las células dendriticas

Presentacion antigénica y migracion

Mieloides, plasmacitoides, células de Langerhans, intersticiales
Agonistas de los receptores Toll-like CD40L

Citocinas: IFN-y, TNF-8, IFN-a, IL-1p, prostaglandina E2

Lectinas tipo C (DEC-205, DC-SIGN)

Via de administracién

Intravenosa, subcutéanea, intradérmica, intranodal

Supresién de la respuesta de los linfocitos T Treg (TGF, IL-10), PD-1, CTLA-4

Infeccion por el VIH-1

Tratamiento antirretroviral

Variantes de escape viral

Antigeno del VIH

Secuencias consenso frente a autélogas

Virus entero inactivado
Células infectadas apoptoéticas

Exosomas

Proteinas recombinantes

Péptidos

RNA
DNA

Vectores microbianos
VLP (virus-like particle)

Criterios de valoracién inmunolégicos

Incremento en el nimero de linfocitos T polifuncionales

Incremento en la magnitud y la amplitud de la respuesta CTL
a Gag, otras proteinas del VIH-1

Normalizacién de las cifras de linfocitos T

Normalizacién de la activacion del sistema inmunitario

Criterios de valoracion virolégicos

Disminucién del dintel virolégico

que los individuos en tratamiento presentan
mayor numero de linfocitos T CD4+ y una
carga viral indetectable, los resultados obte-
nidos tras la vacunacion suelen mostrar una
recuperacion parcial de la inmunidad celular
antiviral. De hecho, parece plausible focalizar
los ensayos de vacunas de células dendriticas
en estos pacientes tratados, ya que tienen un
sistema inmunitario mejorado en cantidad y
calidad, y no hay demasiado riesgo de que la
activacion del sistema inmunitario que pudie-
ra producir la vacunacién incremente de ma-
nera importante la replicacién viral. A pesar

de ello, algunos autores consideran que es
mejor emplear las vacunas en pacientes que
no reciben tratamiento antirretroviral, con el
fin de maximizar la presencia del antigeno en-
dégeno, minimizar los posibles efectos inmu-
nosupresores del tratamiento antirretroviral y
limitar las variables de confusién de las estra-
tegias terapéuticas utilizadas.

Dejando aparte los estudios realizados en
modelos animales, el primer ensayo realiza-
do in vivo en humanos fue un estudio pilo-
to en pacientes naive que demostré que la
administracion de células dendriticas pulsa-
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das con péptidos VIH-1 o proteinas fue bien
tolerada e indujo una respuesta inmunitaria
frente al VIH-1, aunque no se observé nin-
gln efecto sobre la carga viral plasmatica.??
Igualmente, en otros ensayos que han utiliza-
do combinaciones de péptidos sintéticos del
VIH-1 como antigeno, aunque en pacientes
en tratamiento antirretroviral, tampoco se
pudo observar cambios en la carga viral ni en
la cifra de linfocitos T CD4+.2% Se ha llevado
a cabo un ensayo en pacientes naive utili-
zando células dendriticas pulsadas con virus
VIH-1 autélogo inactivado con aldritiol-2, in-
hibidor de los dedos de zinc, el cual preserva
la conformacién del virus. En este estudio
se observé la induccion de una potente res-
puesta antiviral de los linfocitos T junto con
una supresion viral mantenida (disminucién
del 80% durante al menos 4 meses de segui-
miento) en el 50% de los pacientes. Ademas,
se vio que para inducir y mantener una res-
puesta efectora por parte de las células CD8+
especificas frente al VIH-1 era necesaria una
potente respuesta de linfocitos T CD4+ es-
pecificos del VIH-1.2* Por otro lado, se han
descrito resultados mucho mas modestos en
un ensayo clinico aleatorizado en el cual se
vacunaron 12 pacientes sin tratamiento an-
tirretroviral con células dendriticas pulsadas
con VIH-1 autélogo inactivado por calor, y 12
pacientes VIH+ con células dendriticas sin
pulsar. En la semana 24 de seguimiento se
observo una disminucion de alrededor de 0,5
log en la carga viral de tres de los 12 pa-
cientes vacunados. No pudo evidenciarse res-
puesta especifica frente al VIH-1 por parte de
los linfocitos T CD4+ en ningln caso, pero si
se describié una correlacion inversa entre la
respuesta CTL y los cambios en la carga viral
plasmatica en aquellos pacientes sometidos
a la inmunizaciéon y no en los que recibie-
ron placebo.? lgualmente modestos fueron
los resultados previos descritos por el mismo
grupo en un ensayo en pacientes, esta vez
en tratamiento antirretroviral, a quienes se
les aplic6 una pauta de vacunacién con cé-
lulas dendriticas pulsadas con virus autélogo
inactivado por calor. En este estudio se ob-
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servo sélo un control parcial de la carga viral
tras suspender el tratamiento antirretroviral,
asociado a cambios leves y transitorios en la
respuesta inmunitaria celular frente al VIH-1
tanto en periferia como en tejido linfatico.2®
Si estas diferencias pueden ser o no atribui-
das al disefio experimental del estudio, a la
preparacién de las vacunas, al tipo de inac-
tivacion del virus o bien a la presencia o no
de supresién viral debida al tratamiento anti-
rretroviral, es algo que deberia comprobarse
en futuros estudios. Mas recientemente se
han realizado ensayos utilizando células den-
driticas electroporadas con RNAm del VIH-1
autélogo (antigenos Gag, Vpr, Rev y Nef). Los
pacientes recibieron inyecciones mensuales
en combinacién con el tratamiento antirretro-
viral. Se hallé una buena capacidad prolife-
rativa frente a los cuatro antigenos utilizados
en la vacuna en siete de los nueve pacientes
inmunizados. En este Gltimo caso, no se eva-
lué el efecto sobre la carga viral.?’

FUTURAS DIRECTRICES PARA MEJORAR LAS VACUNAS
DE CELULAS DENDRITICAS

La mayoria de las estrategias inmunoterapéu-
ticas implican la manipulacién ex vivo de cé-
lulas dendriticas autélogas. Esto tiene serias
limitaciones, como laboriosidad en la prepa-
racién, complicaciones logisticas, coste y no
factibilidad en paises en vias de desarrollo.
Para obviarlas, podria administrarse in vivo el
antigeno seleccionado junto con coestimulos
adecuados dirigidos hacia las propias células
dendriticas del huésped. Un ejemplo seria dar
antigeno formando complejo con anticuerpos
dirigidos contra moléculas de superficie de
las propias células dendriticas, tales como
DC-SIGN o DEC-205. lIgualmente, podrian
administrarse nanoparticulas biodegradables
que serian endocitadas in vivo por las propias
células dendriticas. Aln se requieren estudios
preclinicos para investigar qué formato de an-
tigeno usar y qué coestimulos son adecuados
para cargar las nanoparticulas, para inducir
la maduracién de las células dendriticas y la
presentacién antigénica capaz de desencade-
nar una respuesta antiviral eficaz.?®
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Por otro lado, queda por debatir si puede
aceptarse o no la interrupcion del tratamiento
antirretroviral tras la vacunacién terapéutica
y qué correlatos de protecciéon deben usarse
(Tabla ). Parece plausible pensar que, si se
toman ciertas precauciones, tales como evi-
tar disminuciones acentuadas de la cifra de
linfocitos T CD4+, y se previene la aparicion
de resistencia a los farmacos, deberia poder-
se considerar a la dinamica del rebrote de
la carga viral y al dintel viral alcanzado tras
la interrupcion del tratamiento como criterios
de valoracién de los estudios de vacunacion
terapéutica en la infeccion por el VIH-1.2°

Conclusiones

En las estrategias de desarrollo de vacunas
terapéuticas frente al VIH-1 se han conse-
guido algunos logros y resultados prometedo-
res. Sin embargo, aln se necesita un mejor
conocimiento de los mecanismos de control
inmunitario de la replicacién viral y definir
los verdaderos correlatos de proteccién. Res-
pecto a las vacunas terapéuticas basadas en
células dendriticas, todavia son muchos los
factores que deben considerarse al plantear
una nueva estrategia que sea eficaz y permi-
ta mantener bajos titulos de VIH-1 residual e
impedir el rebrote del virus tras interrumpir el
tratamiento antirretroviral. Por ello, son nece-
sarios futuros estudios, tanto ex vivo como in
vivo, que puedan aportar datos al respecto, a
fin de poder mejorar las estrategias de vacu-
nacion.
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A. GonziLez: ;Habéis estudiado los anticuer-
pos en los pacientes tratados? ;Se producen
cambios?

M. PLana: Si, hemos analizado los anticuer-
pos, pero no detectamos cambios porque
el virus que hemos usado para pulsar las
células dendriticas esta inactivado por ca-
lor, y por lo tanto tiene una conformacién
totalmente alterada. La Agencia Espafiola

88

de Medicamentos y Productos Sanitarios no
nos dejé usar productos quimicos para inac-
tivar el virus, por lo que no detectamos anti-
cuerpos neutralizantes porque no se indujo
su formacion.

F. Ruiz-CaBeLLo: Los resultados que has pre-
sentado con células dendriticas son pareci-
dos a lo que ocurre en el cancer, es decir,
que los modelos experimentales muridos no
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reproducen fielmente la evolucién de la en-
fermedad. Ello podria deberse a que no se
consigue un estimulo crénico y persistente
que provoque el deterioro y la alteracion del
repertorio de los linfocitos T, y ésta podria
ser la razén de que las vacunas no funcio-
nen y los resultados de la inmunoterapia
en el cancer, como en el VIH, sean muy po-
bres. Para reproducir los efectos que sobre
el sistema inmunitario provoca un estimulo
crénico se requeriria mucho tiempo, y esto
es dificil de trasladar a los modelos experi-
mentales.

M. PLana: Estoy de acuerdo, es un problema
comln en muchas enfermedades, como el
cancer. Aunque los modelos experimenta-
les son muy utiles en el laboratorio, quedan
muy lejos de la realidad clinica.

A. RiBas: Debemos ser conscientes de que los
modelos experimentales son sélo eso, mode-
los que nos ayudan a avanzar en el conoci-

miento cientifico. El hecho de que los mode-
los animales no reproduzcan la enfermedad
humana es algo normal e inherente a ellos.
Los modelos reproducen aspectos cientificos
de la enfermedad y nos permiten redefinirlos
en funcién de lo que ocurre en los humanos
para poder obtener mejores predicciones y
resultados. Como investigadores, debemos
pensar en positivo y experimentar con estos
modelos hasta conseguir lo que buscamos,
con la ayuda de las hipétesis y el trabajo
duro.

F. Ruiz-CaBeLLo: Estoy de acuerdo con lo que

comentas, pero creo que hay que reorientar
las opciones. Somos conscientes de que me-
diante los estimulos que aplicamos sobre las
células hacemos que los linfocitos entren en
la fase de senescencia, y como consecuen-
cia los beneficios terapéuticos son muy limi-
tados. Hoy se conoce como puede frenarse
el proceso de envejecimiento y alargar la su-
pervivencia in vivo de los linfocitos T.
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Vacunas contra la malaria
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Resumen: La malaria constituye uno de los principales problemas de salud publica global, con alre-
dedor de 216 millones de episodios clinicos y cerca de 655.000 muertes anuales. En zonas de alta
endemicidad, entre las que destaca Africa subsahariana, los grupos poblacionales mas vulnerables
son los nifios en su primera infancia y las mujeres embarazadas. Ante este escenario, una vacuna
efectiva, que protegiera al menos a la poblacién pediatrica de las zonas altamente endémicas, se-
ria una pieza clave para facilitar el control de la malaria y avanzar hacia su futura eliminacién. Sin
embargo, su desarrollo es un complejo rompecabezas que impone un reto cientifico formidable.
Desde el punto de vista inmunoldgico, el parasito es de una gran complejidad, de la que tenemos
un conocimiento todavia parcial e insuficiente. El pardsito presenta una miriada de antigenos que
varian a lo largo de los diferentes estadios de su ciclo vital y contra los cuales se requieren respues-
tas inmunitarias secuenciales y encadenadas, y muchas proteinas parasitarias muestran un gran
polimorfismo. Nuestro conocimiento sobre la inmunidad que se desarrolla contra la malaria es muy
limitado e incompleto, y a diferencia de otras enfermedades todavia no se ha encontrado un buen
correlato inmunoldgico de proteccion. La investigacion para el desarrollo de estas vacunas tiene la
dificultad afiadida de que no hay modelos animales apropiados y de que la tnica manera de conocer
su eficacia es realizando ensayos clinicos en zonas endémicas de malaria. A pesar de estas impor-
tantes dificultades, hay razones para el optimismo, puesto que la vacuna candidata mds avanzada,
la denominada RTS,S (basada en la fusion del antigeno de superficie del circunsporozoito con el
antigeno de superficie de la hepatitis B, formulada con el potente adyuvante ASO1) ha llegado ya
a la dltima fase (Il1) antes de poder ser registrada, demostrando de forma consistente una eficacia
moderada pero mantenida en el tiempo, que invita a pensar que el desarrollo clinico de una vacuna
eficaz para la malaria estd cada vez mas cerca de ser una realidad de la cual las poblaciones mas
necesitadas en las zonas endémicas podrian beneficiarse.

Palabras clave: Plasmodium spp. — Malaria — Vacuna preeritrocitica — RTS,S/ASO1.

Introduccion

La malaria o paludismo constituye uno de los
principales problemas de salud publica global,
pues cada afio afecta a 216 millones de perso-
nas.!? Los datos del /Informe mundial sobre el
paludismo 2011,% publicado por la Organiza-
cion Mundial de la Salud (OMS), muestran
que mas de 3000 millones de personas, casi
el 50% de la poblacién mundial, vive en zo-
nas de riesgo de sufrir esta enfermedad, que
es endémica en mas de 99 paises. La regién

de Africa subsahariana es la mas afectada por
el paludismo,? donde més del 40% de la po-
blacién sufre la enfermedad, mayoritariamen-
te (por encima del 75%) nifios menores de 5
afos.? Ademas, la gravedad de esta infeccion
llega a producir 655.000 muertes anuales, de
las cuales el 90% se producen en Africa y, de
nuevo, los mas afectados son los nifios meno-
res de 5 afios.?

Durante 2010 se distribuyeron mas de
145 millones de redes mosquiteras tratadas
con insecticida en Africa subsahariana, con
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el objetivo de proteger al 75% de la pobla-
cion en riesgo de sufrir una infeccién por ma-
laria. Ademas, los programas de fumigacion
intradomiciliaria se ampliaron, cubriendo casi
un 10% de la poblacién en riesgo.? Lamen-
tablemente, se ha constatado la aparicion de
resistencias a los antipaltudicos comunes en
las cepas de Plasmoidum spp. y a los insec-
ticidas en los vectores de la enfermedad (el
mosquito Anopheles spp.).?

Todo lo dicho justifica sobradamente la
necesidad de encontrar una vacuna contra
la malaria, que contribuya tanto a la preven-
cién como al control de esta enfermedad. Las
vacunas constituyen los mejores métodos de
control de las enfermedades infecciosas y
gozan de una amplia aceptacién social. Sin
embargo, frente a la malaria las vacunas se-
ran una herramienta complementaria de los
demés métodos de prevenciéon existentes,
como las mosquiteras, los insecticidas y un
adecuado tratamiento farmacolégico.

Transmision y tratamiento de la malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria
causada por la infeccién de Plasmodium spp.
De las cinco especies que causan la malaria
comun, P. falciparum es la que desencadena
los sintomas clinicos mas graves y constitu-
ye la variedad de malaria endémica en Africa
subsahariana. La complejidad de su trata-
miento radica en que la malaria se transmite
mediante la picadura de mosquitos, la mayo-
ria anofelinos (Anopheles spp.), y en el ciclo
vital del agente infeccioso (Fig. 1).3

El ciclo vital de Plasmodium spp. se carac-
teriza por tres fases de desarrollo: la exoeri-
trocitica, la eritrocitica y la esporogénica. La
infeccién se inicia en la fase exoeritrocitica,
cuando un mosquito hembra Anopheles spp.
infectado con Plasmodium introduce durante
la picadura, a través de su saliva, los esporo-
zoitos en el huésped. Estos migran al higado
del huésped, invaden los hepatocitos y divi-

M ™
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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium spp.?

92



VACUNAS CONTRA LA MALARIA

den su nucleo de manera asexual, periodo en
el cual la célula parasitaria recibe el nombre
de esquizonte o meronte. Segln la especie de
Plasmodium, esta fase puede durar entre 5y
16 dias. Cuando el esquizonte se rompe, cada
nuevo nucleo de Plasmodium recibe una parte
del citoplasma celular parasitario, y da lugar a
varios merozoitos. Los nuevos merozoitos for-
man vesiculas a partir de las membranas ce-
lulares de los hepatocitos infectados, lo cual
facilita su transporte hasta el torrente sangui-
neo. La fase eritrocitica se inicia cuando los
merozoitos penetran en los glébulos rojos para
volverse a reproducir, tanto de manera asexual
como sexualmente, produciendo trofozoitos y
provocando la rotura eritrocitaria. Los trofozoi-
tos se dividen asimismo de manera asexual,
produciendo merozoitos que infectaran a mas
glébulos rojos. En este momento se producen
los principales sintomas de la enfermedad.!
Por otro lado, una parte de los trofozoitos ini-
cian una fase de divisién sexual, producien-
do gametocitos femeninos y masculinos. Una
nueva picadura por parte de una hembra de
mosquito Anopheles facilita que estos game-
tocitos se absorban junto con la sangre del
huésped, lo que dara lugar a la tercera fase
del ciclo vital de Plasmodium, |a fase esporo-
génica o de mosquito. Una vez dentro del trac-
to intestinal del mosquito, los gametocitos se
fusionan, dan lugar a un oocineto y finalmente
a un oocito. El oocito migra hacia las glandu-
las salivares del mosquito, donde se rompe y
libera multitud de esporozoitos. Tras una nue-
va picadura, los esporozoitos de Plasmodium
contenidos en la saliva de Anopheles se trans-
mitirdn a un nuevo huésped, iniciandose un
nuevo ciclo vital de Plasmodium.*

La malaria cursa clinicamente con fie-
bre repentina, anemia, escalofrios, cefalea
y dolores articulares.'® En la actualidad, su
tratamiento farmacolégico, tanto preventivo
como curativo, se basa en la administracion
de tratamientos combinados con artemisina.
Sin embargo, cada vez son mas frecuentes las
infecciones resistentes a la cloroquina, por
lo que el tratamiento antipaltdico incluye la
combinaciéon de farmacos como artemisina,
quinina, quinidina, atovacuona, proguanil,

artesunato, mefloquina, pirimetanina y sulfa-
doxina.!

Desarrollo de vacunas contra la malaria

Actualmente estéan en marcha varios proyec-
tos de investigacion, en diversas fases clini-
cas y con dianas diferentes, que pretenden
desarrollar una vacuna eficaz contra la ma-
laria. De manera tradicional, las vacunas se
han disefiado frente a microorganismos que
inducen una rapida respuesta inmunitaria.
Sin embargo, la malaria induce una inmuni-
dad no esterilizante de manera lenta y progre-
siva. Ademas, el Plasmodium posee un ciclo
vital complejo, con varios estadios y multitud
de antigenos para cada uno de ellos. Esta
complejidad del ciclo de vida dificulta y alar-
ga el desarrollo de una vacuna eficaz.

A pesar de que habia proyectos previos
para erradicar la malaria, no fue hasta 2007
cuando se mejoré e intensificé el esfuerzo
para combatirla. Tras el Global Malaria Forum
organizado en octubre de 2007 por la Bill
and Melinda Gates Foundation y otras organi-
zaciones, se propuso con firmeza el objetivo
de eliminar definitivamente la enfermedad.
Un afio més tarde, el Roll Back Malaria Part-
nership, que incluye a la OMS, el Fondo de
Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF),
el Programa de Naciones Unidas para el De-
sarrollo (UNPD) y el Banco Mundial, crearon
el Global Malaria Action Plan a fin de coordi-
nar la lucha frente a la malaria.

Uno de los objetivos de la iniciativa es es-
tudiar y lograr el registro de una vacuna eficaz
contra la malaria antes de 2025, la cual de-
beria proteger al 80% de la poblacién vacu-
nada durante un periodo superior a 4 afios.
Como primera aproximacion, antes de 2015
se pretende obtener una vacuna de primera
generacion contra la malaria grave que prote-
ja al 50% de la poblacién durante un periodo
superior a 1 afio.

En la actualidad hay 26 proyectos de in-
vestigacion en fase clinica y 24 en fase pre-
clinica de desarrollo de vacunas contra la
malaria (Tabla 1).> Estos proyectos abarcan
todos los estadios del ciclo del parasito, la
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combinacion de varios estadios o la accion
global sobre todo el parasito. A pesar de es-
tas iniciativas, las vacunas que posiblemen-
te tendran mas posibilidades de erradicar la
malaria seran aquellas que interrumpan la
transmisién de la enfermedad. Por ello, las
estrategias mas eficaces seran las que actien
sobre las fases del ciclo con menor carga pa-
rasitaria, es decir, la fase exoeritrocitica y la
fase esporogénica.

Las vacunas que acttan sobre la primera
fase del ciclo pretenden reducir la probabili-
dad de infeccién después de la picadura del
mosquito, mientras que las que actlan en la
tercera fase se proponen reducir el ndmero
de mosquitos infectados. Las vacunas con
accién en la fase eritrocitica disminuirian los
sintomas y reducirian el tiempo o el grado de
infeccion, pero debido a la alta carga parasi-
taria es muy probable que no se eliminara la
infeccién.

Actualmente, el programa clinico mas
avanzado para el desarrollo de una vacuna
contra la malaria se fundamenta en la candi-

data RTS,S/ASO1, que se encuentra en estu-
dios de fase IlI.

La vacuna RTS,S/ASO1

El desarrollo de RTS,S/ASO1 vy la realizacién
de los ensayos clinicos han sido posibles gra-
cias a la colaboracién entre la Malaria Vaccine
Inititive y GSK Biologicals (MVI-GSK), la Bill
and Melinda Gates Foundation y varios cen-
tros hospitalarios, entre los que se encuentra
el Hospital Clinic de Barcelona y el Centro de
Investigacion de Salud de Manhica. La fase
|11 del ensayo clinico se estéa realizandoen 11
centros de siete paises de Africa subsaharia-
na_3,6,7

La vacuna esta disefiada para actuar en la
fase preeritrocitica del ciclo de P. falciparum,
es decir, frente a los esporozoitos libres y los
hepatocitos infectados. La vacuna se dirige
hacia la proteina del circumsporozoito (CS),
que recubre los esporozoitos de P. falciparum
y acttia como antigeno de la cepa NF54.7 La
proteina CS posee varias secuencias repeti-

Tabla I. Proyectos de vacunas contra la malaria seglin fase de desarrollo.®

Proyectos de viabilidad*

Proyectos traslacionales

Proyectos de candidatos

Especie de Evaluacién de Evaluacién de  Preclinica Fase I/IIA Fase IIB Fase Il
Plasmodium  antigenos sistemas de
liberacion
P. falciparum Seattle BioMed?  Inovio/UPenn®  Gennova® Crucell/GSK® GSK
(RTS,s/
ASO1)?
NMRC? Profectus? Crucell?
NYU/Merck? Emory? NIAIDe
WEHI/LaTrobe/  VRC/JHU
WRAIR® Oncovit/IDRI?

WEHI/Gennova®
Tulane/Gennova®
JHU®

P. vivax

ICGEB/MVDP?  WRAIR/GSK®

*Sélo se detalla una seleccién de todos los proyectos actuales. En superindice se muestra la fase del ciclo de Plasmodium spp.
en que actla la vacuna: preeritrocitica (a), eritrocitica (b) y bloqueo de la transmisién (c). Para méas informacién sobre cada

uno de los proyectos, conslltese la fuente original.
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tivas que se han utilizado como diana de la
vacuna.® RTS,S/ASO1 estd formada por una
particula que contiene la molécula RTS,S y
por el adyuvante ASO1. La RTS,S es un an-
tigeno recombinante expresado en Saccha-
romyces cerevisiae. El antigeno esté formado
por dos proteinas, la RTS y la S. La proteina
RTS es un polipéptido hibrido formado por
una parte de la proteina CS y el tandem de
repeticiones central, en la cual su extremo
carboxi-terminal esta fusionado con la regién
amino-terminal del antigeno S del virus de
la hepatitis B. La proteina S es el antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B, que
GSK Biologicals usa en sus vacunas contra
la hepatitis B. La proteina RTS se encuentra
dentro de una particula que también incluye
una proteina S sin fusionar. Por otro lado, el
adyuvante ASO1 es una suspensién liquida
de liposomas con dos inmunoestimulantes, el
3-0-desacil-4-monofosforil lipido Ay Quillaja
saponaria 21. La combinacion de la RTS,S y
del ASO1 permite que la vacuna produzca una
fuerte reaccion inmunitaria.®®

Durante las primeras fases del ensayo cli-
nico se administré la vacuna RTS,S con dos
sistemas adyuvantes, ASO1 y ASO2. A pesar
de que los dos tienen un perfil de seguridad
similar, se opté por usar el adyuvante ASO1
debido a que producia una mayor respuesta
inmunitaria frente al antigeno CS en la pobla-
cion infantil.®

Los estudios de fase | de seguridad e inmu-
nogenicidad de la vacuna tuvieron lugar entre
2002 y 2003 en Gambia y Mozambique, con
la participacion de nifios de 1 a 4 afios de
edad. Los buenos resultados de estos estudios
permitieron avanzar en fases clinicas poste-
riores para demostrar la eficacia de la vacuna.

La fase Il tuvo lugar en Mozambique, en un
ensayo clinico que se realizé con dos cohortes
formadas por poblacién infantil de 1 a 4 afios
de edad y que duré 4 afios. Con la primera
cohorte, de poblacién infantil de Manhica,
se pudo evaluar la seguridad y la eficacia
de la vacuna, y analizar su efecto en el ci-
clo de P. falciparum. Con la segunda cohorte,
compuesta por poblacion infantil de llha Jo-
sina, se pudo también evaluar la seguridad y

la eficacia de la vacuna, y analizar su efecto
durante el proceso de infeccién. El primer afio
se realizaron las vacunaciones y el seguimien-
to sérico, y durante los 3 afios siguientes se
comprobé la proteccién de la vacuna frente a
la malaria. Paralelamente también se realiza-
ron estudios para determinar la eficacia de la
vacuna en poblacién infantil menor de 1 afio.

La fase Il también se complet6 con un es-
tudio aleatorizado y doble ciego, un estudio
aleatorizado y simple ciego, y un tercer estudio
abierto. El primero de ellos se realizd durante
8 meses, entre 2003 y 2004. En él se admi-
nistré la vacuna a la poblacién infantil cada
30 dias (RTS,S/ASO2A o control), hasta un
total de tres inyecciones por via intramuscu-
lar. La cohorte 1 recibi6 la vacuna candidata
0 bien la vacuna control no placebo. En los
nifios mayores de 24 meses de la cohorte 1 se
empled como vacuna control la de la hepatitis
B, mientras que en los menores de 24 meses
se utilizaron como control la del neumococo
y la de la gripe (Haemophilus influenzae). A
continuacion se extrajeron y analizaron mues-
tras de sangre durante los siguientes 6 meses
para evaluar la eficacia de la vacuna. La co-
horte 2 recibi6 tratamiento antipalidico entre
la segunda y la tercera inyeccién con el fin de
analizar si la vacuna reducia el nimero de nue-
vas infecciones por malaria.® La nueva vacuna
en desarrollo demostr6 ser tolerable y segura
para la poblacion infantil. Ademas, se mostré
altamente inmunégena frente al antigeno CS
y al antigeno de la hepatitis B. Por otro lado,
la vacunacién con la vacuna candidata dismi-
nuia en un 40% el riesgo de nuevas infeccio-
nes de P, falciparum, reducia un 30% el riesgo
de sufrir nuevos episodios clinicos de malaria
y ademas disminuia en un 58% el riesgo de
sufrir nuevos episodios graves de malaria. Es-
tos resultados se publicaron en The Lancet.?

Enla actualidad, RTS,S/ASO1 se encuentra
en fase Il de desarrollo clinico, y ha mostrado
unos resultados preliminares muy favorables
(Fig. 2) que se han publicado recientemente
en The New England Journal of Medicine.” El
desarrollo de esta vacuna ha sido considerado
uno de los principales hallazgos del afio por la
revista Science.'®
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Figura 2. Incidencia acumulada del primero o tnico episodio de malaria en nifios de 5 a 17 meses de edad
durante los 12 meses siguientes a la tercera y ultima dosis de la vacunacion.”

Conclusiones

El desarrollo de una vacuna eficaz contra la
malaria es un proceso largo y costoso. Gracias
a iniciativas y colaboraciones internacionales
se ha avanzado extraordinariamente en una
posible vacuna, que se encuentra en fase Ill
de desarrollo clinico. A la eficacia y la seguri-
dad de este compuesto en la poblacién infan-
til de zonas endémicas de malaria cabe afiadir
sus resultados esperanzadores en las formas
mas graves de la enfermedad. La vacuna pue-
de administrarse dentro del programa amplia-
do de vacunacién establecido por la OMS.
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A. CeLaba: Me ha sorprendido que los anti-
cuerpos sean protectores; es decir, se obtie-
ne suero de la sangre y éste puede proteger
a los nifios. En tal caso, ;por qué es tan difi-
cil obtener los antigenos? Yo recuerdo haber
realizado estudios hace 25 afios en los que
se demostraba la capacidad opsoénica de di-
chos anticuerpos.

P. ALonso: Los estudios a que te refieres se
llevaron a cabo en dos periodos diferentes.
El primero se realizd en los afios 1960 vy el
segundo en los afios 1980. En este ultimo
se trataba a individuos infectados y se corre-
lacionaba con la disminucién de densidades
parasitarias. Pero alin no se ha logrado aislar
los anticuerpos ni los antigenos del parasi-
to. El problema de la obtencién de antigenos
es el gran repertorio de ellos que presenta
la infeccién por Plasmodium en sangre, en la
cual hay una mezcla de estadios, y a su vez
dentro de cada estadio hay varios antigenos.
Plasmodium es un organismo mucho mas
complejo que un virus 0 una bacteria, y por
ello a dia de hoy aiin no se han identificado
sus antigenos.

A. CeLapa: Pero se han obtenido 400 o 500
anticuerpos CD contra constituyentes de los
leucocitos humanos. ;Por qué no pueden
conseguirse CD contra los integrantes de
Plasmodium falciparum? De hecho, habia
un proyecto que pretendia crear estos CD en
Ginebra, pero los fondos del Banco Mundial
se terminaron y el proyecto no siguié adelan-

te. ;Sabes por qué nadie ha intentado seguir
con esos experimentos?

P. ALonso: Esos experimentos no se han vuelto
a replicar. Sin embargo, gracias a los estu-
dios que intentan describir la adquisicion
de la inmunidad natural, se ha intentado
entender y caracterizar los anticuerpos, su
relacién frente a antigenos especificos y la
disminucién del riesgo de padecer malaria.
A dia de hoy, no puede afirmarse que la pre-
sencia de un antigeno determinado garanti-
ce la proteccion frente a la malaria.

N. Prats: ;Estais probando la vacuna sélo en
nifios? ;La vacuna es curativa, preventiva o
ambas cosas?

P. ALonso: La vacuna sélo se ensaya en nifios
porque, en primer lugar, el objetivo es preve-
nir la infeccién en el grupo de mayor riesgo
y que padece las consecuencias mas graves.
En segundo lugar, dado que la Gnica mane-
ra de medir la eficacia de la vacuna es a tra-
vés de casos clinicos en un estudio aleatori-
zado, el grupo con mayor riesgo de infeccion
y que posee mas casos clinicos es el de los
nifios. Respondiendo a la segunda pregunta,
la vacuna es preventiva, porque esta dirigida
a los estadios preeritrociticos y pretende con-
trolar la infeccién antes de que ésta Ilegue
al estadio sexual. Ademas, tenemos algunas
evidencias de que la vacuna es mas eficaz
frente a las formas mas graves de la enfer-
medad, y ello puede deberse a una modifi-
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cacion de la patogenicidad de ese caso en
concreto. Es posible que en estos casos mas
graves la vacuna no induzca una inmunidad
esterilizante en todos los individuos. Puede
que si reduzca la dosis de esporozoitos que
llegan al higado y, por lo tanto, se reduzca la
cantidad de merozoitos emergentes en el to-
rrente sanguineo. De esta forma, la curva de
crecimiento de densidad de parasitos se en-
lentece, tarda 2 dias mas en llegar al umbral
y con ello se reduce la gravedad del episodio
clinico.

F. Leon: Puede reemplazarse la serie blanca
de un ratén con serie blanca humana, es de-
cir, obtener un ratén humanizado, y también
pueden trasplantarse hepatocitos humanos
a un ratén. ;Por qué no se ha obtenido un
modelo humanizado de ratén para el estudio
de la malaria?

P. ALonso: Los investigadores de GlaxoSmith-
Kline disponen de modelos de ratén huma-
nizados para la evaluacién de nuevos far-
macos. Sin embargo, la corta vida de estos
ratones limita su empleo como buen modelo
para estudiar la adquisicién de inmunidad.

M. Juan: En primer lugar, cuando mencionas
la inmunidad natural, ;te refieres a la inmu-
nidad adquirida de manera natural? Y en
segundo lugar, cuando dices que pretendéis
conseguir una proteccién del 80%, ;creéis
que este porcentaje sera suficiente para al-
canzar una proteccién poblacional?

P. Aronso: Si, cuando hablo de la inmunidad
natural me refiero a la inmunidad adquirida
de manera natural. Respecto a tu segunda
pregunta, una protecciéon del 80% produ-
ce cierta inmunidad de grupo, pero desde
el punto de vista de la salud publica, una
vacuna que consiga proteger al 80% de la
poblacién es el minimo para poder comple-
mentar con éxito las demas iniciativas para
prevenir la infeccién.

L. Awvarez-VaLLiNa: Teniendo en cuenta la difi-
cultad de obtencién y el desconocimiento de
los epitopos y de las proteinas relevantes del
parésito, ;qué tecnologia y herramientas se
utilizan para ayudar a descifrar los antigenos
relevantes?

P. ALonso: Primero, es clave tratar de enten-
der la adquisicién de la inmunidad natural.
En este sentido, hace unas semanas nues-
tro grupo publicé un estudio en The New
England Journal of Medicine,* en el cual se
atenu6 la virulencia del parasito con cloro-
quina. Como los individuos habian adquirido
una inmunidad eficaz, puede considerarse
que ya hay un modelo en humanos. Tengo la
impresion de que no se esta invirtiendo mu-
cho en desarrollar modelos animales, sino
que es mas prioritario tratar de entender la
adquisicion artificial o por exposicion natu-
ral de la inmunidad en los humanos.

M. DeL VaL: ;Qué condiciones sanitarias tie-
nen los nifios que se han seleccionado
para la fase Il de la vacuna? Me refiero a
la cobertura de vacunacién frente a otras
enfermedades prevenibles con vacunas, la
alimentacién, la exposicién a otras enferme-
dades que podrian afectar a la eficacia de la
vacuna, pero que forman parte de su entorno
natural, etc.

P. ALonso: Hay que buscar un equilibrio entre
la seguridad, la eficacia y la inmunogenici-
dad de la vacuna en una poblacién real y no
altamente seleccionada, y al mismo tiempo
cumplir con los criterios minimos de acceso
a intervenciones sanitarias. En este caso, la
poblacién esta poco seleccionada en cuanto
a exclusiones, excepto si hay una malnutri-
cion grave y alguna otra enfermedad créni-
ca, entre las que el VIH no esta incluido y
no se analiza. En cuanto al grado de vacuna-
cion, es responsabilidad de los investigado-
res asegurar en todos los nifios participantes
que la vacunacién sea la establecida por las

'The RTS,S Clinical Trials Partnership. First results of phase 3 trial of RTS,S/ASO1 malaria vaccine in African

children. N Engl J Med. 2011;365:1863-75.
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guias nacionales de cada pais. Y en cuan- de 1 afio es de 70 a 80 por 1000, es decir,
to a la exposicién a otras enfermedades, es muy alta, debido a la malaria, neumonias y
alta, ya que la mortalidad en los menores diarreas.
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Utilizacion de marcadores
transcripcionales en el diagnostico
de la tolerancia al injerto hepatico
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Resumen: La supervivencia a largo plazo de los pacientes sometidos a un aloinjerto requiere me-
dicacién inmunosupresora de por vida, con el consiguiente riesgo de sufrir infecciones, compli-
caciones metabdlicas, neoplasias y toxicidad farmacoldgica. Por ello, resulta esencial minimizar
el uso de farmacos inmunosupresores y desarrollar estrategias alternativas que permitan inducir y
mantener la tolerancia al trasplante. En este sentido, el aloinjerto hepatico constituye un érgano
inmunolégicamente aventajado, tal como indican su baja incidencia de rechazos agudos o crénicos
y su resistencia a las agresiones inducidas por anticuerpos. En consecuencia, el trasplante hepatico
constituye un escenario ideal para considerar la posible reduccién o retirada de la inmunosupresion
en un numero determinado de pacientes. Sin embargo, en la actualidad, la identificacion de dichos
pacientes constituye todavia un objetivo dificilmente alcanzable, debido a la insuficiente validacion
de posibles métodos inmunoldgicos que permitan evaluar la tolerancia especifica frente al donan-
te. En este contexto, el mantenimiento de por vida de los inmunosupresores representa todavia el
enfoque terapéutico comun para la mayoria de los pacientes receptores de un trasplante. A pesar
de la inexistencia de marcadores fiables que permitan identificar los pacientes tolerantes, algunos
estudios recientes han evidenciado determinados patrones transcripcionales de tejido hepdético y
sangre periférica especificos de pacientes tolerantes a un trasplante hepatico. Estas diferencias en
los patrones de expresion podrian constituir la base para una futura prueba diagndstica de tolerancia.

Palabras clave: Aloinjerto — Marcadores transcripcionales — Tolerancia — Trasplante hepatico.

Introduccion

La supervivencia del injerto a largo plazo ge-
neralmente requiere el empleo de farmacos
inmunosupresores de por vida. Ello supone un
aumento en el riesgo de infecciones, compli-
caciones metabdlicas, neoplasias y toxicidad
farmacolégica.'* Por ello es esencial minimi-
zar el uso de estos farmacos y desarrollar es-
trategias alternativas para inducir y mantener
la tolerancia.

El higado es un 6rgano privilegiado desde
el punto de vista inmunolégico, y ello se ve re-

flejado en la ausencia de un efecto deletéreo a
largo plazo sobre el injerto de los episodios de
rechazo agudo y la baja incidencia de rechazo
crénico. Por este motivo, el higado constitu-
ye el escenario ideal para realizar estrategias
de minimizacioén o retirada de la inmunosu-
presién. En la actualidad no se dispone de
herramientas que permitan identificar los
pacientes que pueden beneficiarse de estas
estrategias. Aqui se comentaran los estudios
mas relevantes que evaltan la utilidad de los
marcadores genéticos en la identificacion de
este subgrupo de pacientes.
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Tolerancia operacional

En aproximadamente un 20% de los recepto-
res de un trasplante hepético, la funcién del
injerto puede mantenerse de forma indefinida
sin farmacos inmunosupresores. Este fenéme-
no se conoce como “tolerancia operacional” y
es la prueba de que la tolerancia inmunitaria
puede lograrse en los humanos (Tabla I).513
Estudios prospectivos publicados en forma de
resumen sugieren que la prevalencia de to-
lerancia operacional podria ser mas alta.!*1®
Como ya se ha mencionado, todavia no se dis-
pone de herramientas diagnésticas fidedignas
para identificar los pacientes potencialmente
tolerantes, y es por ello que la mayoria de los
receptores de un trasplante hepatico conti-
ndan siendo tratados con inmunosupresién de
forma indefinida. Sin embargo, en los Gltimos
afios se han publicado numerosos estudios
que evallan estrategias para identificar los
pacientes potencialmente tolerantes (Tabla
[1).'® Entre ellas, el uso de marcadores trans-
cripcionales de expresion genética empleando
chips genéticos (microarrays) o reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR) es la mas promisoria.

Biomarcadores transcripcionales
de tolerancia operacional
en muestras de sangre periférica

En 2007, Martinez-Llordella et al.!” publica-
ron el primer estudio que evalué la utilidad de
los marcadores de expresién genética en los
pacientes receptores de un trasplante hepati-
co. En este estudio se compararon 16 pacien-
tes tolerantes con 16 no tolerantes (definidos
como aquellos que desarrollaron rechazo agu-
do tras un intento de retirar la inmunosupre-
sién; en el momento del estudio todos los epi-
sodios de rechazo estaban resueltos y los pa-
cientes recibian tratamiento inmunosupresor
a dosis bajas) mediante analisis de microa-
rrays de oligonucleétidos (Affymetrix) en RNA
obtenido de células mononucleares extraidas
de sangre periférica. Se encontraron 628
genes expresados de manera diferente entre
los dos grupos (462 sobreexpresados y 166
infraexpresados [False Discovery Rate, FDR,
<1%]), 22 de los cuales fueron validados por
RT-PCR. Entre ellos se encontraron genes que
codifican para receptores de linfocitos T yd y
natural killer (NK), y genes que participan en
vias de sefializacion del receptor de interleu-

Tabla I. Tolerancia operacional en el trasplante hepatico: experiencia con protocolos de retirada electiva de

la inmunosupresion.

Afio Autores n Afios desde el Exito Rechazo’ .
trasplante agudo/crénico

1997 Mazariegos et al.® 95 8,4 (1,7-25) 19% 26%/0
1998 Devlin et al.®

18 6,5(5-10) 16,7% 28%15,6%
2005 Girlanda et al.”
2001 Takatsuki et al.® 26 >2 23,8% 12%/0
2005 Eason et al.? 18 >0,5 5,6% 61%/0
2005 Tryphonopoulus et al.*® 104 4 19% 67%11,9%
2006 Tissone et al.'! 34 53 23,4% 76,4%/0
2007 Assy et al.’? 26 4.6 8% 58%/0
2008 Pons et al.’3 21 5,2 (24-127) 38% 22%/0
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Tabla Il. Técnicas estudiadas para identificar pa-
cientes tolerantes.

e Marcadores de expresion genética:
- KLRF 1y SLAMF7
- Polimorfismos de TNF-a
- Polimorfismos de IL-10

e Funcién de los linfocitos T:
- CD4+ CD25+ Foxp3+
- Células VO1+ T
- Vo1+/Va2T
- Células NK
- Células CD154+

e Células dendriticas:
- pDC/mDC

e Otras:
- HLA-G soluble
- Anticuerpos especificos de donante
-1L-17
-1L-23

cina 2, regulacién de la transcripcion, pro-
cesamiento de mRNA, sintesis de proteinas,
reparacion del DNA y control del ciclo celular.
El perfil de expresion genética se vio influen-
ciado de forma significativa por la presencia
de infeccién por el virus de la hepatitis C, ya
que estos pacientes (50% de los tolerantes
y 75% de los no tolerantes) presentaron una
sobreexpresién de genes proinflamatorios.

Posteriormente Kawasaki et al.!® realizaron
un estudio similar comparando los perfiles
de expresion genética en muestras obteni-
das de células mononucleares extraidas de
sangre periférica (Agilent cDNA microarray)
de 11 pacientes tolerantes receptores de un
trasplante hepatico de donante vivo con 11
controles sanos. Se encontraron 717 genes
expresados de manera diferente entre los dos
grupos, muchos de los cuales participaban en
respuestas inmunitarias. Diez genes fueron
validados por PCR.

Un segundo estudio publicado por Marti-
nez-Llordella et al.'® validé los resultados an-

tes mencionados en una cohorte méas grande
de pacientes. En este estudio se evaluaron 17
pacientes tolerantes y 21 no tolerantes. Tras
realizar diferentes algoritmos predictivos se
identificaron tres huellas genéticas con dos,
seis y siete genes, respectivamente, capaces
de predecir el estado de tolerancia con una
alta precision (tasa de error entre un 3% y un
6% en el grupo de estudio). Estos tres grupos
de genes también permitieron clasificar co-
rrectamente a los pacientes como tolerantes
0 no tolerantes en una cohorte de validacion
independiente (tasa de error entre el 13% y el
17%). Asimismo, después de realizar anélisis
funcionales se encontré que algunas vias de
sefializacién relacionadas con linfocitos T yd y
células NK se asociaban de forma significativa
con el estado de tolerancia. Estos genes estan
siendo validados en un estudio prospectivo
multicéntrico europeo de retirada de inmuno-
supresion, en el cual las muestras de sangre
se obtienen antes de iniciar la retirada.

Pons et al.!'® evaluaron la expresion de
foxp3 (forkhead box P3; considerado el gen
maestro de los linfocitos T reguladores) du-
rante el proceso de retirada de la inmunosu-
presién en 12 receptores de trasplante hepa-
tico estables en tratamiento inmunosupresor
con ciclosporina. Los autores encontraron
un aumento de 3,5 veces en la expresion de
mRNA de foxp3 antes de la retirada completa
del tratamiento inmunosupresor en los pa-
cientes tolerantes. Este aumento en la expre-
sién de foxp3 se mantuvo después de retirar
el tratamiento.

Biomarcadores transcripcionales
de tolerancia operacional
en muestras de tejido hepatico

En un estudio realizado por Li et al.?° se de-
termind la expresion de foxp3 en el tejido he-
patico y se hall6 que estaba aumentada en los
pacientes tolerantes cuando se compararon
con pacientes estables o con rechazo crénico.

Maés recientemente, Bohne et al.?! com-
pararon el perfil de expresiéon genética (me-
diante lllumina, Affymetrix y TagMan PCR) en
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el tejido hepatico de 28 pacientes tolerantes
y 33 no tolerantes incluidos en un estudio
prospectivo de retirada de inmunosupresion.
Las muestras de tejido se obtuvieron antes de
iniciar la retirada. Las diferencias entre tole-
rantes y no tolerantes fueron muy pequefias,
con s6lo 21 genes expresados de diferente
manera entre los dos grupos (FDR <5%). Las
vias funcionales maéas relevantes representa-
das en estos genes estaban relacionadas con
el metabolismo del hierro y la activacion de
las células T.

Conclusiones

La tolerancia operacional se ha reportado en
aproximadamente un 20% de los receptores
de un trasplante hepético, aunque podria ser
mas prevalente en periodos tardios del tras-
plante. Aunque no hay marcadores fidedignos
que identifiquen los pacientes tolerantes, al-
gunos estudios han encontrado que éstos pre-
sentan un perfil de expresion genética, tanto
en sangre periférica como en tejido hepético,
que los diferencia de los no tolerantes. Los
distintos patrones de expresién podrian cons-
tituir la base del desarrollo de un test de to-
lerancia.
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A. GonziLez: Los progenitores hematopoyé-
ticos, que se ha descrito que también se
encuentran en el higado, ;podrian tener un
papel en la tolerancia?

A. SincHez-Fuevo: Se ha especulado mucho
sobre si los leucocitos pasajeros presentes
durante el trasplante de un injerto hepati-
co tienen un papel en la tolerancia, pero no
hay un consenso claro porque es muy dificil
determinar si la presencia de células hema-
tocriticas del donante es causa o efecto de
la tolerancia. En este estudio hemos inves-
tigado los pacientes en quienes habia dis-
paridad entre el HLA2 y el antirreceptor, en
los que podiamos cuantificar las células por
citometria. Los resultados indican que hay
una pequefia cantidad de células del donan-
te en todos los pacientes, tanto tolerantes
como no tolerantes. Pero no hemos profun-
dizado en este aspecto del estudio.

L. Graca: Una de las poblaciones celulares
que parece asociada a este fendmeno son
los linfocitos NK. ;Habéis averiguado si los
linfocitos NKT también estan asociados y
presentes?

A. SincHez-Fuevo: De momento s6lo hemos in-
vestigado el nimero de células y cdmo han
aumentado. Ahora estamos investigando con

mas detalle el inmunofenotipo de estas célu-
las. En cuanto a los linfocitos NKT, no hemos
encontrado diferencias en su ndmero, pero
tampoco hemos profundizado demasiado y
los datos se basan en analisis muy béasicos
y cuantitativos.

J. AramBURU: Los pacientes son mas tolerantes
de manera espontanea. ;Tienen mas inciden-
cia los fendmenos asociados con una pérdida
de la funcién inmunitaria, que implica una
mayor prevalencia a tumores? Es dificil por-
que han estado sometidos a una inmunode-
presién. En otros casos, un sistema inmuni-
tario muy robusto protege de la aparicion de
tumores, pero a su vez también se asocia a
una mayor incidencia de autoinmunidad.

A. SincHez-Fuevo: No se ha estudiado de ma-
nera estricta y es muy dificil hacerlo, porque
en el estudio los pacientes se sometieron
al trasplante muchos afios antes. Es muy
posible que el efecto sobre los tumores se
mantenga durante mucho tiempo después
de retirar el tratamiento. Por otro lado, si
se ha realizado un estudio con pacientes to-
lerantes renales a quienes se vacund para
observar el efecto de la vacunacién y deter-
minar si su respuesta era diferente a la de
la poblacién general inmunocompetente, y
los resultados indican que no hay una inmu-
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nosupresion general. Pero éste es el Unico
estudio que se ha llevado a cabo.

A. CeLapa: ;En vuestro estudio se incluyeron
pacientes con hemocromatosis? Estos pa-
cientes son ideales porque no experimentan
rechazo.

A. SANcHEz-Fuevo: En nuestra serie de 102 pa-
cientes no habia individuos con hemocroma-
tosis. De hecho, en Espafia, la prevalencia
de esta enfermedad es baja. En este caso,
los pacientes tolerantes no tienen una sobre-
carga de hierro sino que los que rechazan el
trasplante padecen un déficit subclinico de
hierro. EI efecto de la sobrecarga de hierro
tiene implicaciones muy diferentes, sobre
todo en la virulencia de los microorganis-
mos, e incluso hay evidencias discutibles
de que los pacientes con hemocromatosis
tienen mas riesgo de padecer infecciones
debido a la inmunosupresién sistémica que
se produce.

F. Ruiz-CaBeLLo: jHabéis estudiado el papel de
los linfocitos NK en los grupos de pacientes
con incompatibilidad de HLA-C?

A. SincHez-Fueyo: Nosotros no lo hemos ana-
lizado, pero si lo evaluaron tres estudios so-
bre trasplante hepatico. El objetivo de estos
estudios era averiguar la incidencia del re-
chazo. EI primero mostré un efecto sorpren-
dentemente alto entre los genotipos HLA-C 'y
KIR, el rechazo y la supervivencia del injer-
to. Pero en los dos estudios posteriores, con
una muestra mayor, no se encontré ningln
efecto. De todos modos, el objetivo de estos
estudios es el rechazo, que difiere de nues-
tro objetivo, que es el éxito de la retirada
del tratamiento inmunosupresor. Antes de
incluir a nuestros pacientes en la estrategia
de retirada y no retirada, los tolerantes y los
no tolerantes son distinguibles, porque he-
mos excluido expresamente a aquellos con
un alto riesgo de rechazo.

R. PusoL: ;Es cierto que los estudios que se
realizaron hace algunos afios en el Massa-
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chusetts General Hospital sobre trasplante
de higado junto con trasplante de médula
6sea no se han podido volver a reproducir,
0 que de vez en cuando dan muy malos re-
sultados?

A. SAncHez-Fuevo: En realidad se da el segundo

caso. Ya en el primer articulo que publicaron,
uno de los cinco pacientes del estudio per-
dié el injerto de rifién que le trasplantaron,
mientras que los otros cuatro sobrevivieron
y mantuvieron la supervivencia prolongada
del injerto sin inmunosupresion. La idea de
los National Institutes of Health (NIH) era
financiar un estudio con varios centros nor-
teamericanos para replicar estos estudios. El
Massachusetts General Hospital realiz6 mas
intervenciones de este tipo, pero con una in-
cidencia muy alta de rechazo agudo, por lo
que el programa se ha suspendido. No sabe-
mos hasta qué punto esto obliga a modificar
la estrategia o demuestra que no es valida,
pero si que ha sido un jarro de agua fria so-
bre la comunidad cientifica.

J. ArRaMBURU: Hace unos cuantos afios se rea-

lizaron estudios sobre el tratamiento de re-
ceptores de trasplantes con anticuerpos anti-
CD28 para aquellos casos en que no existia
compatibilidad de HLA y se intentaba evitar
el rechazo. La idea de estos estudios era
eliminar el bajo porcentaje de linfocitos alo-
rreactivos, y los resultados iniciales fueron
muy prometedores. ;Sabes si estos estudios
o esta idea se han continuado?

A. SiNcHez-Fuevo: Resulta muy efectiva la

coestimulacién con CTLA4 en roedores, ya
que una sola dosis de CTLA4-Ig 2 dias des-
pués del trasplante induce tolerancia a los
injertos cardiacos. El farmaco ya ha llegado
a la clinica, y se usa para mantener la inmu-
nosupresiéon (no para inducir tolerancia). En
cuanto al trasplante renal, hay un estudio
realizado por la Universidad de California en
San Francisco y financiado por los NIH en
el cual se combinan CTLA4-Ig y rapamicina.
Esta dltima es muy tolerogénica en estudios
preclinicos, aunque en clinica ain no esta
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muy claro. Los resultados del estudio fueron
razonablemente buenos y se pudo reducir de
manera considerable la dosis de rapamicina,
pero los receptores rechazaron abandonar el
farmaco por completo, y el estudio no pudo
continuarse y no se demostro si habia tole-
rancia. No esta claro si el efecto en la clinica
es tolerogénico o no. Ademas, hubo proble-
mas de tromboembolias relacionadas con el
uso de anti-CD40 ligando en monos. Todos
estos hechos han dificultado que este tipo
de farmacos llegue a emplearse en clinica.

L. Graca: Parece muy dificil identificar un tni-
co biomarcador, y ademas los mejores bio-
marcadores son los que se usan en combi-
nacién con otros y nunca solos. La discrimi-
nacién es posible gracias a la firma biolégica
generada por varios biomarcadores, como se
ha descrito en el lupus. ;Crees que esto es
especifico de este modelo o puede ser co-
mun para todas las enfermedades inmunita-
rias? Es decir, probablemente las tentativas

de identificar biomarcadores Unicos fracasa-
ran y se optara por identificar patrones de
biomarcadores.

A. SincHez-Fuevo: Creo que es probable que

acabemos usando una combinaciéon que
incluya biomarcadores bioldgicos y clini-
cos. De hecho, si comparamos la capacidad
predictiva de las variables clinicas (edad,
tiempo, etc.) y de la expresion genética en
sangre, son muy similares. Por lo tanto, una
combinacion de estos dos tipos de variables,
que no son colineales sino independientes,
podria ser muy util. Ademas, cuando se rea-
lizan estudios con microarrays con muestras
pequefias, aunque se utilicen estrategias de
validacion cruzada interna robustas y cohor-
tes independientes, siempre se corre el ries-
go de que el algoritmo tienda a encontrar los
genes que mejor describen la cohorte. Por
ello, creo que es un tema interesante, pero
obliga a realizar estudios de validacién con
muchos pacientes.
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Debate general

A. CeLapba: Uno de los mayores avances den-
tro de la inmunoterapia sera conseguir un
sistema que identifique el tratamiento més
adecuado para cada paciente. La terapia a la
carta es necesaria debido a que la genética
de cada individuo es muy variada, y por lo
tanto también nuestra respuesta inmunitaria
frente a una misma infeccion.

M. Juan: El tratamiento personalizado es el
objetivo central de la investigaciéon en inmu-
nologia. El sistema inmunitario existe, y es
diverso, no porque vaya bien para un solo in-
dividuo, sino porque es beneficioso para toda
la poblacién y asegura su supervivencia.

R. PusoL: Un buen ejemplo de como deben
realizarse los tratamientos personalizados
podria ser el abordaje del grupo de Virginia
Pascual, en Texas. Encontraron los biomar-
cadores del lupus mediante estudios de
transcriptomica y protedmica con sangre
periférica y utilizando sistemas de alto ren-
dimiento. Aunque encontraron informacion
bastante obvia que podia haberse predicho,
también identificaron un primer grupo de
pacientes. Este tipo de avances son muy
importantes para la terapéutica, ya que per-
miten el disefio de tratamientos. Con este
ejemplo me gustaria ilustrar que la bldsque-
da de biomarcadores es compleja y dificil,
pero el uso adecuado de este tipo de herra-
mientas serd muy beneficioso.

A. RiBas: Pero tampoco podemos simplificar
las cosas. No es justo considerar que una
terapia celular pueda tener un Unico bio-
marcador para poder seleccionar sélo a los
pacientes que responderan positivamente
al tratamiento. Un ejemplo es el bloqueo de

CTLA4, al que nada mas responden un 10%
a 15% de los pacientes. Por otro lado, si
pensamos de una forma un poco critica, hay
miles de genes implicados durante el pro-
ceso de bloqueo de CTLA4, es decir, desde
que se administra el anticuerpo monoclonal
que bloquea CTLA4 hasta que el linfocito
elimina el tumor y se genera una respuesta
duradera. El razonamiento de que un trata-
miento solamente es valido si posee un bio-
marcador no es adecuado. En primer lugar,
debemos entender la actividad antitumoral y
la biologia celular de la enfermedad. En se-
gundo lugar, deberiamos intentar averiguar
todas sus complejidades. Tenemos muchas
mas posibilidades de encontrar y validar
marcadores de resistencia que marcadores
de actividad. El marcador de actividad es
mas dificil de conseguir que el marcador de
resistencia. El sistema inmunitario debe es-
tudiarse en funcion de su contexto.

F. Leon: El problema de intentar un nuevo

tratamiento sin pensar en los biomarcado-
res, sobre todo en autoinmunidad, es que el
efecto placebo es tan grande que un benefi-
cioen un 10% a 20% de los pacientes pasa
desapercibido; no se identifican porque no
se alcanza suficiente significacién estadis-
tica.

A. Rieas: Otro aspecto que nos preocupa es

el coste, pero hay que tener en cuenta que
un tratamiento efectivo es méas barato que
una serie de tratamientos inefectivos. Re-
sulta complejo y caro producir anticuerpos
monoclonales, conseguir terapias celulares,
etc. Ademas, la mayor parte del coste del
tratamiento de los pacientes con cancer co-
rresponde a la fase terminal. Por ello, desde
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el punto de vista de la valoracién del coste-
eficacia, si gastamos para alargar un poco
la vida de un paciente terminal, el coste del
tratamiento puede resultar mayor.

J. PuLats: Como una de las areas relaciona-
das con la inmunologia, se ha discutido el
tratamiento de las alergias. Mi impresion es
que la alergia ha sido el patito feo de la in-
munologia, y que no se ha profundizado lo
suficiente en su conocimiento. En este sen-
tido, jconsiderais que no se ha abordado por
tratarse de un tema muy complejo desde el
punto de vista cientifico o bien porque no da
prestigio profesional?

C. Juirez: Histéricamente la alergia ha sido
una de las ultimas enfermedades en incor-
porarse al &mbito de estudio de la inmuno-
logia, porque sus mecanismos de funciona-
miento y respuesta se han descubierto en fe-
chas mas recientes. En los Gltimos 10 afios
se ha producido una explosién de conoci-
mientos en el campo de la alergia, en el cual
el descubrimiento de los mecanismos basi-
cos de regulacion que llevan a la produccion
de inmunoglobulinas, la identificacion mo-
lecular de epitopos alergénicos, etc., y otros
elementos de la alergia, han sido cada vez
mayores. Sin embargo, actualmente se co-
nocen la mayoria de sus mecanismos, con la
excepcion tal vez del asma. Y es por ello que
ahora la alergia se ha convertido en un area
preferencial dentro de la inmunologia.

F. Leon: Enlazando con la alergia, me gusta-
ria afiadir que es muy dificil realizar ensa-
yos clinicos sobre ella, y ésta es una de las
causas que frena el avance en los conoci-
mientos cientificos sobre esta enfermedad.
Actualmente es imposible disefiar ensayos
clinicos sobre alergias alimentarias, ya que
no resultaria ético administrar un farmaco
a 100 nifios con alergia al cacahuete con
el riesgo de poder inducir casos de muer-
te. Ademas, también surgirian problemas en
ensayos de alergias respiratorias, como el
asma, que dependen de una exposicién am-
biental a multiples alérgenos no estan carac-
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terizados. Un ejemplo es el ensayo con unos
farmacos muy eficaces en animales, que in-
hibian los receptores toll-like 9 y conseguian
prevenir la sensibilizacién alérgica. Cuando
consiguieron pasar a fase Ill, el grupo pla-
cebo condujo al fracaso del ensayo debido
a que la temporada fue muy seca y la expo-
sicion ambiental al polen fue insuficiente.
Es indudable que hay tratamientos muy in-
teresantes desde el punto de vista cientifico,
pero hay muchos tratamientos prometedores
que acaban fracasando por aspectos logisti-
cos y otros no relacionados con los ensayos
clinicos.

M. Juan: Estoy de acuerdo con lo que habéis

dicho, pero también creo que hay factores
de sectorizacion en el nivel de estudio de
nuevos tratamientos. Creo que la obtencion
de farmacos que paliaban los sintomas de la
alergia y que minimizaban los cuadros clini-
cos mas graves hizo que, al menos en inves-
tigacion basica, los esfuerzos se centraran en
otras enfermedades y tratamientos. Pero, por
otro lado, para las empresas farmacéuticas,
los tratamientos contra la alergia, como los
antihistaminicos, son uno de los paradigmas
de productos que han obtenido mayores be-
neficios.

N. Prats: Desde mi punto de vista, dado que

provengo de la industria farmacéutica, com-
parto las opiniones anteriores. Hasta hace
10 afios se confiaba en los corticosteroi-
des y en los broncodilatadores para tratar
la alergia respiratoria; hoy, debido al mayor
conocimiento de la enfermedad y de la bio-
logia del sistema inmunitario, estamos muy
interesados en nuevos farmacos inmunomo-
duladores, de modo que se estan explorando
nuevas dianas terapéuticas y nuevos meca-
nismos relacionados con la inmunomodula-
cion.

M. Juan: Aprovecho para introducir otro ele-

mento en el debate, que tiene que ver con
que gran parte del desarrollo de las inmu-
noterapias esta ligado al desarrollo biotec-
nolégico. Durante las presentaciones hemos



DEBATE GENERAL

visto procesos y metodologias que podrian
usarse en el futuro, pero que para ello nece-
sitan el soporte estructural de las empresas
biotecnolégicas. Por desgracia, en Espafia
hay relativamente pocas empresas biotec-
nolégicas, por lo que el posible desarrollo
en campos como el de la inmunologia esta
limitado. A pesar de que en los Ultimos afios
la situacién ha ido cambiando, en Espafia
tenemos un handicap porque hay pocas em-
presas que puedan proporcionar soporte tec-
nolégico a los grupos de investigacion. Esta
es mi opinién, y no sé si sera compartida.
Tampoco sé si hay alglin impedimento para
que las empresas biotecnolégicas puedan
proporcionarnos ayuda.

L. Awarez-VaLLina: En este pais hay fondos
publicos suficientes, tanto en el ambito es-
tatal como en el autonémico, que permiten
desarrollar proyectos interesantes. Pero el
problema es que el sector financiero privado
aun no ha dado un paso adelante, por lo que
en la actualidad hay muy pocos fondos de
capital de riesgo especializados que tengan
suficientes recursos para financiar proyectos
con cierta competitividad. Creo que nuestra
plataforma tecnolégica deberia poder com-
petir con plataformas extranjeras. Nuestro
grupo de investigacion ha podido desarrollar
el proyecto gracias a recursos publicos, y
ahora estamos viendo que el sector financie-
ro no tiene confianza en las inversiones de
riesgo. Ademas, tampoco tenemos una in-
dustria local lo bastante poderosa como para
confiar en nuestros proyectos. Seglin mi opi-
nién, el sector financiero deberia apostar por
el desarrollo cientifico.

F. Leon: Existe una via intermedia que tam-
poco se explota en Espafia, pero si en otros
paises. Las industrias farmacéuticas pueden
crear un fondo de inversion para invertir en
biotecnologia a cambio de conseguir los de-
rechos de exclusividad para explotar el pro-
ducto o la tecnologia que se desarrolla. El
problema es que en Espafia no hay suficiente
cultura cientifica como para que se invierta
en ciencia, pero las empresas farmacéuticas

si saben que la ciencia es importante, por lo
que ésta podria ser una via intermedia.

P. FrRanco DE SARABIA: Estoy de acuerdo en que,

en primer lugar, hay una falta de fondos, y
también en que hay una brecha entre la in-
dustria y la ciencia. Hace unos afios, deter-
minados sectores cientificos se oponian de
forma contundente a comercializar la cien-
cia para que llegara al publico. Pero afor-
tunadamente los tiempos han cambiado. La
via de financiacién que ha comentado el Dr.
Ledn me resulté muy atil para iniciar mi pro-
pio proyecto empresarial. Pero el problema
de las industrias espafiolas es que no son
muy poderosas y perciben excesivos riesgos
en este tipo de inversiones. Ello puede re-
ducirse gracias a los fondos publicos, pero
el problema llega cuando hay que escalar el
proyecto y la inversién, es decir, cuando se
necesitan de tres a cinco millones de euros
para continuar con el proyecto. Lamentable-
mente, en este pais no hay entidades que
quieran realizar inversiones tan importan-
tes. Como alternativa, nosotros alcanzamos
acuerdos con inversores mejicanos, turcosy
arabes dispuestos a invertir en biotecnologia
espafiola. Es preciso, sin embargo, darles la
suficiente confianza para hacerles ver que
en Espafia podemos generar riqueza con
nuestra tecnologia.

A. CeLapa: El objetivo de nuestro centro de

investigacion en el Parc Cientific de Barce-
lona era que los investigadores pudiéramos
interaccionar con las empresas. Sin embar-
g0, en la actualidad no podemos decir que
se haya conseguido aprovechar todo su po-
tencial.

L. Awvarez-VaLLINA: La verdad es que felicito a

los que habéis conseguido tantos recursos
con los tiempos que corren. Quiza también
se trata de un tema de experiencia. Nues-
tro grupo de investigacién se ha puesto en
contacto con varios fondos de inversiones y
me sorprende que la mayoria no disponen de
consultores o asesores cientificos para poder
ver el alcance cientifico del proyecto, excep-
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to en fondos muy especializados. Por eso,
hablar con ellos a veces es dificil porque no
entienden lo que les contamos. Otro factor
que también puede influir en la capacidad
de obtener financiacién es la trayectoria
profesional del cientifico y su prestigio. Mi
experiencia en este sentido es complicada.
Creo que nuestro proyecto esta bien, pero
nos esta costando mucho obtener suficiente
financiacién. Me parece que conseguirla es
algo heroico, ya que el inversor local quiere
candidatos definidos en fase Il y Ill.

P. Franco DE SaraBiA: El desconocimiento de
las fuentes de inversién no es un proble-
ma, ya que nadie espera que entiendan los
aspectos cientificos del proyecto, pero si
entienden de numeros y mercados. Si les
hablais de mercados y de vuestro proyecto
financiero, si os entenderadn. En relacion
con la experiencia y la trayectoria profesio-
nal, como en otros aspectos, se trata de una
ley de finos equilibrios. En nuestro nuevo
proyecto empresarial hay cuatro consejeros
delegados de cuatro importantes industrias
farmacéuticas. Si que es verdad que los gru-
pos de financiacién nos reciben y tratan de
manera diferente a otros grupos con menos
experiencia.

R. ViLeLLa: Uno de los principales obstaculos
que nos encontramos los grupos pequefios
de investigacion que trabajamos en hospita-
les, y sobre todo con terapias celulares, es
la propia Agencia Espafiola de Medicamen-
tos y Productos Sanitarios. Cualquier mani-
pulacién en terapia celular, més alla de una
centrifugacién, se considera un medica-
mento y esta sujeta a todas las restricciones
y obligaciones de éstos, lo cual nos perjudi-
ca muchisimo porque alarga la duracién de
los proyectos financiados. Un ejemplo muy
claro son los proyectos que aprob6 la Direc-
cién General de Terapias Avanzadas hace un
par de afios, que hoy dia estan prorrogados y
la mayoria ni se han empezado; en realidad,
pocos grupos han logrado empezar. Creo
que seria importante conseguir una cierta
flexibilidad que permitiera agilizar la ejecu-
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cién de los procedimientos, tanto en grupos
pequefios como en empresas.

R. PujoL: Desde un punto de vista general, creo
que ha sido muy dificil poner en marcha em-
presas de biotecnologia en Espafia, pero ya
hay unas cuantas que han triunfado. Se ha
creado, ademas, la Asociaciéon Espafiola de
Bioempresas (ASEBIO). Creo que si las em-
presas de biotecnologia hicieran pedagogia, y
los sectores publicos aprendieran de ellas, no
seria tan dificil encontrar financiacion para
realizar todos nuestros proyectos. En relaciéon
con las terapias celulares y la dificultad para
llevarlas a cabo, creo que el problema es dis-
tinto. En este caso, estan empezando a surgir
movimientos, sobre todo en Estados Unidos,
que cuestionan la medicamentalizacién de la
terapia celular y se pretende volver a consi-
derarla como un procedimiento médico avan-
zado altamente regulado, pero no un medi-
camento. En la actualidad hay un rechazo a
esta idea, incluso por parte de la poblacién.
Me gustaria saber vuestra opinién sobre esta
medicamentalizacién de la terapia celular.

A. RiBas: Mi experiencia con la Food and Drug
Administration ha sido enriquecedora. Cada
vez que nos hemos dirigido a la agencia con
un nuevo proyecto, nos han prestado ayuda a
la hora de guiarnos durante la investigacion.
Un ejemplo de que una terapia celular puede
ser viable comercialmente es el de Dendrion
Corp. y Provenge. También es cierto que por
cada ejemplo de éxito se producen innume-
rables fracasos. Antes el Dr. Ledn nos de-
cia que, a pesar de tener un medicamento
efectivo, muchas veces los ensayos clinicos
no dan los resultados esperados y el medi-
camento no sigue adelante. Creo que culpar
a los reguladores no es una estrategia ade-
cuada; hay que ser mas légicos. Este sistema
de regulacion nos ha permitido crear nuevas
y mejores terapias, asi como tratar mejor a
los pacientes.

A. GonzALEz: Me gustaria saber vuestra opinion
sobre el eco que tuvo la noticia publicada
en los medios de comunicacion respecto a
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la vacuna universal del Dr. Patarroyo. Segln
mi parecer, la comunidad cientifica que esta
trabajando en vacunas deberia haber par-
ticipado més activamente en la discusion,
con una actitud critica sobre la divulgacion
de este tipo de informacién que aparecid en
television, prensa escrita y radio.

M. Juan: Entiendo que se trata de un ejem-
plo mas de lo que ocurre en general con la
informacién cientifica y el periodismo. Es
decir, no todos los articulos cientificos que
aparecen en los medios reflejan verazmente
los temas que abordan. Si bien parece que
la situacién esta mejorando, es un problema
comun en el que seguramente los cientificos
también tenemos parte de culpa, ya que no
sabemos comunicar ni interaccionar con la
prensa de una manera correcta.

J. PiuLats: Precisamente este aspecto se plan-
tedé desde la Real Academia de Farmacia de
Catalufia. Para poder reducir esta brecha,
se ha creado una comision formada por

diez académicos, que pretende recuperar
el papel de consultor tanto para la opinién
plblica como para aquellos organismos o
autoridades que lo soliciten. Y en caso de
que no se pida, la comisién podria dar una
opinién independiente a los medios de co-
municacién sobre un problema sanitario o
farmacolégico de nuestra incumbencia.

P. ALonso: Hay muchos ejemplos del problema
de la divulgacion cientifica a través de los
medios de comunicacién. Si bien los perio-
distas cientificos tienen una gran parte de
responsabilidad, también creo que los cien-
tificos deberiamos estar mas involucrados
con la comunidad periodistica.

A. CeLapa: Indudablemente, los medios de co-
municacién tienen parte de culpa en los pro-
blemas que se han mencionado. Sin embar-
g0, no deberiamos olvidar tampoco la gran
responsabilidad que tiene la clase politica
al establecer estrategias que favorezcan la
investigacion en nuestro pais.
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