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La biotecnologia esta constituyéndose como una disciplina transversal con
interés en diversas areas como la salud humana y animal, el medioambiente, la
agroalimentacion, laindustria o incluso los recursos marinos.

La denominada biotecnologia roja es la que se centra en el cuidado de la salud, e
intenta mejorar los procedimientos terapéuticos y diagnoésticos, implicando para
ello al sector farmacéutico, a la investigacion biomédica y al conjunto de las
tecnologias médicas.

En la biotecnologia roja el camino ha sido largo, con gran niamero de fracasos
pero también con muchos éxitos; en este articulo de divulgacion nos
centraremos brevemente en la historia de la biotecnologia roja y
profundizaremos en uno de sus mayores éxitos: la producciéon y modificacion de
anticuerpos monoclonales murinos, quiméricos, humanizados y humanos, con
interés en el tratamiento de enfermedades humanas, y se analizaran sus posibles
efectos secundarios.

Palabras clave: biotecnologia roja, cancer, inmunidad, salud, aplicacion
médica, terapia humoral.

Enfoque ybreve repaso histérico sobre labiotecnologia dela salud

El peso de la biotecnologia en la sociedad actual se incrementa afo a aio;
asi, y a pesar de la crisis econémica actual, la facturacién de las compaiias
biotecnolégicas espafiolas superdé los 60.000 millones de euros en 2010 (con un
incremento del 11% respecto al afio anterior), suponiendo el 5,73% del total del
PIB espaiiol (Biotecnologiay Biomedicina, 2013).

La biotecnologia clésica utiliza los sistemas biologicos y a los organismos
vivos para la obtencion de bienes y servicios. En los tultimos afios, con la
aparicion de nuevas tecnologias y avances cientificos, la biotecnologia ha
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ampliado su area de influencia. La biotecnologia no es en si una ciencia, ya que
utiliza un enfoque multidisciplinar para intentar abordar desafios en diversas

areas de interés para el ser humano y el medioambiente. Asi, la biotecnologia
utiliza transversalmente conocimientos y herramientas de diversas ciencias y
disciplinas como la biologia, la bioquimica, la inmunologia, la ingenieria
genética, la fisiologia, la ingenieria quimica, la microbiologia, la fisica, la
nutricion, la farmacia, la medicina, la veterinaria, etc, y ofrece nuevas
perspectivas a todas ellas. El biotecno6logo se apoya y complementa a los diversos
profesionales de todas estas disciplinas (médicos, bidlogos, farmacéuticos, etc),
debiendo ser en todo momento su relacion directa y bidireccional, lo que
redundara en mayores beneficios parala sociedad. En lo que respecta alos temas
de salud, las areas de actuacion de la biotecnologia se suelen centrar en
aplicaciones diagnosticas y terapéuticas tanto en salud humana como animal, asi
como el desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos. Podemos destacar
dentro de este campo la investigacion en nuevos abordajes terapéuticos (terapia
celular, terapia génica, ingenieria de tejidos), la produccion de proteinas
recombinantes o de vacunas para el tratamiento de enfermedades, las nuevas
estrategias diagnodsticas, etc. Esta area, denmominada genéricamente
biotecnologia roja, engloba diversos sectores y disciplinas como el sector
farmacéutico o lainvestigacion biomédica y de tecnologias médicas.

En este sentido, fueron muy importantes los trabajos pioneros
relacionados con los procesos de inmunizaciéon de E. Jenner y L. Pasteur
(primeras nociones de vacunas y sus aplicaciones); en 1919 Karoly Ereky, acui6
el término biotecnologia definiéndolo como “todos los métodos utilizados para
convertir materia prima en bienes y servicios para la comunidad, utilizando en
alguna etapa organismos vivos o sus productos” (Ereky, 1919).

Entre otros hitos importantes en el campo de la biotecnologia roja se
encuentra el descubrimiento de la penicilina por Fleming (1928),
investigaciones basicas como las de Griffith (1928), Watson y Crick (1953), el
desciframiento del codigo genético (1958-61), o el descubrimiento de los
plasmidos y el desarrollo de técnicas del ADN recombinante (enzimas de
restriccidn, secuenciacion, PCR, y otras). En la década de los 70 se ponen a punto
las tecnologias de los hibridomas, permitiendo de esta manera la produccion de
anticuerpos monoclonales (1975) y otros factores recombinantes como la
somatotropina (1977) ola comercializacion de la insulina recombinante humana
(1982). En el afio 2001 se publica el borrador de la secuencia del genoma humano
(2001) ylaidentificacién de mas de 200 genes implicados en la diferenciacion de
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células madre, lo que facilitara el desarrollo de nuevos productos biotecnolégicos
como el disefio y produccion del primer anticuerpo murino humanizado
(bevacizumab).

Como queda plasmado, la biotecnologia médica (roja) aplicada a la salud
busca nuevos tratamientos para un gran numero de patologias, usando
tecnologias basadas en anticuerpos monoclonales, péptidos, silenciamiento de
genes, etc. (Espirituetal., 2014).

Anticuerpos monoclonales de interés en salud humana: un gran
éxito delabiotecnologia

Seria tedioso el analizar cada uno de los hitos y avances que la
biotecnologia ha proporcionado ala salud humana. Por ello, a partir de ahora nos
centraremos en este articulo en uno de los mayores éxitos de la biotecnologia: la
puesta a punto de anticuerpos monoclonales y su modificacion para el
tratamiento de patologias humanas, analizando cuales son actualmente las
principales enfermedades que pueden beneficiarse de su uso e indicando sus
caracteristicas bésicas.

Produccién y modificaciéon de anticuerpos monoclonales de interés en salud
humana

En relacion con la produccion de anticuerpos un hito importante en
biotecnologia lo constituy6 la puesta a punto de la tecnologia de los hibridomas,
que permite la obtencion de anticuerpos monoclonales, de gran purezay capaces
de reconocer y unirse a un epitopo concreto de un antigeno especifico. Asi, tras la
inmunizacion de un raton con el antigeno de interés, se extraen las células B
(productoras de anticuerpos) y se fusionan con células tumorales derivadas de
mieloma (hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa negativas, HPRT-/-),
con el objeto de impedir la muerte de las primeras (que soportan pocos dias en
cultivo). Posteriormente, se hace un “screening” y seleccion de clones en un me-
dio conteniendo HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina) en el que solo cre-
ceran los hibridomas; finalmente se lleva a cabo la expansion del clon de mayor
interés yla purificacion delos anticuerpos (Kohler y Milstein, 1975) (Fig. 1).

En los ultimos anos, los anticuerpos monoclonales constituyen un
elemento fundamental en la investigacion biomédica en campos tan dispares
como la deteccién de proteinas o la inhibicién de dianas terapéuticas en el
tratamiento de diversas patologias como el cancer, la artritis, el rechazo a
organos trasplantados, la psoriasis, el asma, etc. (Banerjee, 2010). En el campo
del diagnostico han mejorado técnicas como el ELISA, pruebas de embarazo, test
parala deteccion dela diabetes, presencia de antibiéticos en laleche, etc.
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Figura 1. Obtencion de anticuerpos monoclonales a partir de
hibridomas (Modificado de Michnicky Sidhu, 2008).

Desde lairrupcion de los anticuerpos monoclonales se ha tratado de sacar
provecho de los mismos en el campo de la biomedicina. El primer anticuerpo
monoclonal autorizado en humanos fue el denominado muromonab-CD3, cuya
diana eran los antigenos CD3 de los linfocitos Ty que se uso en el tratamiento del
rechazo en el trasplante de rinion. Sin embargo, el uso de anticuerpos de origen
murino hacia que muchos pacientes desarrollaran una respuesta de anticuerpos
humanos anti-inmunoglobulinas murinas (HAMA, Human Anti-Murine
Antibodies), produciéndose efectos adversos graves como nefrotoxicidad o
reacciones anafilacticas, ademas de contar con una corta vida media en plasma
(Genoma Espana, 2008).

Para evitarlos efectos adversos de los anticuerpos monoclonales murinos,
se han construido anticuerpos monoclonales (i) quiméricos, (ii) humanizados y
(iii) completamente humanos, mediante técnicas de ingenieria genética. Los
quiméricos conservan solo secuencias murinas en las regiones variables del
anticuerpo, los humanizados poseen aproximadamente un 90% de la secuencia
humana, y los completamente humanos el 100% (Kim et al., 2005; Brekke y
Sandlie, 2003) (Fig. 2).
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Figura 2. Tipos de anticuerpos monoclonales con interés en
terapéutica humana (Modificado de Brekke y Sandlie, 2003 y de
Casanova-Estruch, 2013).

Mientras que la produccion de anticuerpos monoclonales murinos
mediante hibridomas es relativamente sencilla, la producciéon de anticuerpos
monoclonales humanos es muy compleja y presenta baja productividad. Asi, ha
sido necesario poner a punto otros métodos mas complejos para la produccion
de anticuerpos humanos como las tecnologias Phage-Display o Ribosome-
Display, la construcciéon de hibridomas humanos, la expresion en Escherichia
coliy en eucariotas de las construcciones, el desarrollo de ratones transgénicos
que expresen los genes de las inmunoglobulinas humanas, el uso de librerias de
anticuerpos, o incluso la obtencién de plantas transgénicas como variedades del
maiz, tabaco, arroz, Arabidopsis thaliana o Lemna minor (Smith et al., 2005;
Genoma Espaiia, 2008; Fox, 2006; Brekke y Sandlie, 2003).

También se han usado diversas técnicas de modificaciéon para optimizar
anticuerpos monoclonales mejorando sus capacidades terapéuticas y su
potencial uso en el diagnodstico de patologias. Algunas de ellas quedan resumidas
enlaTabla1.
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Tabla 1. Modificaciones para la optimizaciéon de anticuerpos
monoclonales de interés para su uso terapéutico y diagnostico
(modificado de Ducancel y Muller, 2014).

Interés Interés

Tipo de modificacion L . L
terapeutico diagnéstico

Modificacion de la inmunogenicidad + -
Mejora de la afinidad y/o especificidad N N
por el antigeno
Mejora de la afinidad y/o especificidad N :
por el receptor Fc? R
Incremento de la solubilidad + +
Incremento de la estabilidad y la vida . i
+ (principalmente en

media en suero . .
técnicas de imagen)

Modificaciones propiedades bioquimicas
(glicosidacion, punto isoeléctrico, etc.)

+ +

Marcaje = +4++

Anticuerpos monoclonales en el tratamiento del cAncer

Posiblemente, los mejores resultados clinicos del uso de anticuerpos
producidos biotecnolégicamente se han alcanzado en el tratamiento del cancer.
Cualquier cientifico o médico interesado por la fisiopatologia y el tratamiento de
esta patologia se encuentra con una gran dificultad dado que el cancer es real-
mente un conjunto de mas de 120 enfermedades diferentes. No obstante, la ma-
yoria de los canceres se caracterizan por un incremento en la proliferacion celu-
lar, incremento en la formacion de vasos sanguineos, que favorecen un mayor
aporte de nutrientes y oxigeno a las células tumorales y que permite su salida
hacia otros tejidos (metastasis), reduccion en la apoptosis, inflamacion, etc.

Gracias a las herramientas biotecnologicas se han disefiado diferentes
estrategias contra el cancer que utilizan este tipo de anticuerpos monoclonales
como:

+ Inhibidores de la proliferaciéon de células tumorales, para ello se pueden
bloquear los factores de crecimiento: como el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o a sus
correspondientes receptores (VEFGR, EGFR, Her, etc), bloqueando las
senales de induccion de la proliferacion de las células tumorales (inhibiendo
sudivision) y delas células endoteliales de los vasos sanguineos mas préoximos
al tumor (inhibiendo la angiogénesis o formacion de nuevos vasos sanguineos
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a partir de otros pre-existentes, impidiendo la llegada de oxigeno y la salida de
las células tumorales para la formaciéon de metéstasis) (Mauriz et al., 2003;
Mauriz y Gonzalez-Gallego, 2008; Carbajo-Pescador et al., 2013). Algunos de
estos ejemplos son los anticuerpos (i) humanizados bevacizumab, anti-VEGF
indicado para el tratamiento de carcinomas metastéasicos de colon, recto o

mama, cancer de pulmoén no microcitico, caAncer renal avanzado/metastasico,
etc. y trastuzumab con accién anti-HER2 y utilizado en pacientes con cancer
de mama precoz o metastasico y cancer gastrico metastasico; (ii) el humano
panitumumab, anti-EGFR en carcinoma colorrectal metastasico o (iii) el
quimérico cetuximab, anti-EGFR con interés para el tratamiento de cancer
colorrectal o cancer de células escamosas de cabeza y cuello (Kirkwood et al.,
2012).

Marcadores de células tumorales para facilitar su detecciéon y posterior
destruccion por el sistema inmune; para ello se usan anticuerpos
monoclonales que se unen a antigenos solo presentes en las células tumorales
(Kirkwood et al., 2012). Un ejemplo es el anticuerpo quimérico rituximab, que
se une a la proteina CD20 sobre-expresada en células B a lo largo de su
diferenciacion, estando indicado para el tratamiento de linfoma no Hodgkin y
delaleucemialinfocitica cronica (Fowler, 2010).

Radioinmunoterapia y diagnoéstico, mediante la union de moléculas
radiactivas a los anticuerpos monoclonales especificos contra antigenos que
se expresan solo en las células tumorales. Esto permite realizar diagnostico in
vivo (observando donde se acumula la radioactividad en el organismo del
paciente), en biopsias (usando fragmentos de tejido provenientes del
paciente) o terapia (induciendo la destruccion de las células tumorales por la
radiacion administrada). Ejemplos de anticuerpos monoclonales en
radioinmunoterapia son los anticuerpos murinos ibritumomab-tiuxetan y
tositumomab, ambos especificos de CD20 y que presentan interés para el
tratamiento de linfomas no Hodgkin (Kitson et al., 2013).

Transportadores de otros medicamentos mas potentes, por conjugacion de
anticuerpos monoclonales con moléculas citotoxicas. Asi, cuando el
anticuerpo se une a la célula tumoral, el componente citotéxico entra en el
interior de dicha célula e induce su muerte. Un ejemplo es el anticuerpo
quimérico brentuximab-vedotin, un anticuerpo anti-CD30 que esta unido de
forma covalente a un agente inhibidor de microttibulos denominado
monometil auristatina E (MMAE) que se utiliza para el tratamiento del
linfoma anaplésico de células grandes (Cao et al., 2013). Otro ejemplo es
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Mylotarg®, en el que se conjuga el anticuerpo monoclonal humanizado
gemtuzumab (anti-CD33) con la molécula citotéxica ozogamicina, que puede
tener utilidad en el tratamiento de leucemia mieloide aguda (Kharfan-Dabaja,
2014).

Anticuerpos monoclonales en el tratamiento de enfermedades autoinmunes

Ademas de su uso en terapia del céncer, el uso de anticuerpos
monoclonales tiene interés para combatir algunas enfermedades autoimunes
originadas por una desequilibrada respuesta del sistema inmune contra los
tejidos sanos del propio paciente. Estas enfermedades son variadas y su
tratamiento a dia de hoy bastante complicado, lo que ha llevado al desarrollo de
anticuerpos que pueden ser de utilidad.

« En el caso de la artritis reumatoide, enfermedad cronica que ocasiona la
inflamacién de las articulaciones, tejidos circundantes y de otros 6rganos, se
han disenado anticuerpos contra el antigeno CD20 de los linfocitos B
(concretamente el quimérico rituximab) y contra el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-alfa; el humano adalimumab y el quimérico infliximab),
bloqueando sus efectos inflamatorios (Smolen et al., 2014). Ademas, se esta
investigando con anticuerpos contra otras moléculas moduladoras de la
respuesta autoinmune como CD3, citoquinas (como las interleuquinas IL-1,
IL-12, IL-15, IL-23) y desarrollando nuevos anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos y aptameros conjugados con polietilenglicol (Alghasham y
Rasheed, 2014; Pasut, 2014).

« En la psoriasis, enfermedad también capaz de inducir artritis (artritis
psoridsica), ademas de los anti-TNF-alfa ya indicados se ha usado un
anticuerpo humanizado anti-CD11 denominado efalizumab, que se ha
retirado en varios paises (entre ellos Espana) por inducir en algunos casos
encefalopatia. En la actualidad se estan desarrollando otros tratamientos
también basados en anticuerpos, como ustekinumab, anticuerpo humano
dirigido contra la proteina P40 de las interleuquinas IL-12 e IL-23 (Piaserico,
2014). Para el tratamiento de la artritis psoriasica, de forma similar a lo que se
hace con la artritis reumatoide, se usan los ya mencionados anti-TNF-alfa
como adalimumab o infliximab, y se estan desarrollando nuevos anticuerpos
contra otras dianas como las citoquinas IL-12 e IL-15 (Genoma Espana,
2008).

« Enelcaso dela enfermedad de Crohn, enfermedad autoinmune que provoca
la inflamacion cronica del intestino, se han usado diversos anticuerpos anti-
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TNF-alfa monoclonales (el humano adalimumab, y el quimérico infliximab),
anticuerpos anti-integrinas alfag-beta7 o alfag-betai de la superficie

leucocitaria como el humanizado vedolizumab o el humano natalizumab y
anticuerpos anti-P40 de las interleuquinas IL-12 e IL-23 como el humano
ustekinumab. No obstante, en la actualidad se estan intentando desarrollar
anticuerpos contra CD3,CD19,CD20 o0 CD22 (Hutfless et al., 2014).

 La esclerosis multiple es una enfermedad debilitadora en la que el sistema
inmune destruye la mielina afectando a la comunicaciéon en el sistema
nervioso central y en otras partes del cuerpo; por ahora no cuenta con un
tratamiento efectivo y se conforma con el control de los sintomas. En esta
enfermedad se est4 usando el ya citado anticuerpo humano natalizumab, se
ha autorizado en Europa el uso de otros como el anti-CD52 humanizado
denominado alemtuzumab y se esta estudiando el uso del humanizado anti-
CD25daclizumab (Sorensen, 2014; Giovannoni et al., 2014).

Anticuerpos monoclonales en el tratamiento de enfermedades pulmonares

Los anticuerpos monoclonales también tienen potencial interés en el
tratamiento de algunas enfermedades pulmonares, como el asma alérgica, yenla
profilaxis de otras como las causadas por el virus respiratorio sincitial (RSV).

En el asma alérgica se produce un incremento en la produccién de
inmunoglobulinas IgE por parte del sistema inmune en respuesta a la presencia
de alérgenos, lo que lleva a la inflamacion de las vias aéreas. Por el momento, ha
salido al mercado el anticuerpo monoclonal humano omalizumab, el cual es
capaz de unirse a la IgE reduciendo su niveles en plasma e impidiendo la union
con sus receptores; ademas es capaz de reducir la expresion de su receptor FCeRI
en mastocitos y basofilos (Kupczyk y Kuna, 2014). En esta patologia, también se
estan estudiando otros anticuerpos monoclonales anti-leuquinas IL-4, IL-9, IL-
13 (Genoma Espana, 2008).

El uso de anticuerpos monoclonales frente RSV, patologia viral que afecta
a neonatos y nifnos ocasionando infecciones respiratorias graves, se inici6 con el
uso del anticuerpo humanizado palivizumab cuya diana es el antigeno A de la
proteina de fusion F, implicada en la entrada del RSV en el hospedador. Una
segunda generacion de anticuerpos derivados del anterior gener6 el
motavizumab, 20 veces més potente que el anterior y que permite la
administracion de dosis masbajas (Turneretal., 2014).
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Anticuerpos monoclonales en el tratamiento de enfermedades viricas

En las altimas décadas la aparicion de nuevas enfermedades de origen
virico ha promovido el uso de anticuerpos que impidan la proliferacién de los
virus en los pacientes. Tal como hemos indicado anteriormente, hastalafechalos
mejores resultados se han obtenido con palivizumab y motavizumab para el
tratamiento del RSV. Sin embargo, se ha estado investigando la generacién y
aplicacién de nuevos anticuerpos contra otros virus como el de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1), el virus del Ebola (EBOV), o el
coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV). Incluso se ha
llegado a describir un nuevo tipo de anticuerpos monoclonales denominado
anticuerpos neutralizantes de amplio espectro (“bnAbs”), capaces de neutralizar
un gran espectro de variantes genéticas de un virus determinado (Zhu et al.,
2013).

+ El sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA), debido a la
infecciébn con HIV-1, se caracteriza por el debilitamiento del sistema
inmunitario del paciente, con una reduccion en los linfocitos T CD4, haciendo
al paciente mas vulnerable a infecciones e incluso a tumores potencialmente
mortales. Enla actualidad no existe tratamiento totalmente efectivo ni vacuna
contra esta enfermedad, por lo que el uso de anticuerpos presenta mucho
interés. Ya en los afios 90 se describieron 4 tipos de “bnAbs” contra el HIV-1
denominados 2G12, b12, 2F5 y 4E10, donde los dos primeros reconocian
epitopos en la glicoproteina de la envoltura viral gp120, y los dos tltimos
reconocian epitopos en la glicoproteina gp41. Ademas, muchos anticuerpos
monoclonales, con cierta capacidad de neutralizacion, fueron posteriormente
aislados de pacientes o producidos sintéticamente, incluyendo anticuerpos
contra CD4 para evitar la unién del virus (como los denominados F105, b13,
mi14, m18, VRCo1 o VRC02) y contra epitopos inducidos por CD4i (como los
anticuerpos 17b, 48d, 47e, E51, 412d o X5); sin embargo, los resultados
terapéuticos no han resultado satisfactorios (Zhu et al., 2013). En los tltimos
anos, mediante diversas técnicas, como la citometria de flujo y la ultra-
secuenciacion, se han aislado y analizado un gran nimero de anticuerpos
frente a marcadores gp120 y CD4 provenientes de pacientes que permitiran
en un futuro la generacion, mediante técnicas de ingenieria genética, de algin
anticuerpo con potencial utilidad clinica para el tratamiento y la prevencion
del SIDA (Prabakaran et al., 2012; Chen et al., 2012). No obstante, en el caso
del HIV-1 parece maés ntil el disenio de pequefios dominios de anticuerpos
(eAds, del inglés Engineered antibody domains), con tamafos de 11-15 kDa,
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que el uso de anticuerpos completos. Asi, M36 fue el primer eAds sintetizado
contra CD4iy parece mostrar una cierta capacidad in vitro para neutralizar al
HIV-1(Chenetal.,2008). Enlaactualidad se esta intentando producir nuevos
eAds a partir de librerias conteniendo secuencias del dominio variable de
cadenas pesadas de anticuerpos de camélidos inmunizados con HIV-1; se
logran asi los denominados nanoanticuerpos o nanobodies, obteniendo
resultados prometedores contra proteinas presentes en la cubierta del virus
(Strokappeetal., 2012).

Recientemente, el EBOV ha encabezado las noticias en todos los medios de
comunicacién debido al brote aparecido en Africa occidental, con tasas de
mortalidad cercanas al 90%, y para el cual no existe de momento ni
tratamiento ni vacuna. EBOV, también conocido como ebolavirus Zaire,
pertenece al género Ebolavirus junto con otros cuatro serotipos diferentes:
ebolavirus Bundibugyo (BDBYV), ebolavirus Reston (RESTV), ebolavirus
Sudan (SUDV) y ebolavirus Tai Forest (TAFV). Los brotes aparecidos
recientemente en Africa se han asociado principalmente con EBOV y en
menor medida con BDBV y SUDV. Por otro lado, RESTV se ha encontrado en
Filipinas y China, pudiendo potencialmente infectar a humanos aunque hasta
la fecha no se han comunicado casos de enfermedad humana ni muertes. La
enfermedad del Ebola cursa con hipertermia, dolor muscular y debilidad,
dolor de garganta y cabeza, diarrea, vomitos, erupciones cutaneas, disfuncion
hepatica y renal, disminucion de leucocitos y plaquetas, hemorragias,
coagulacion intravascular diseminada, hipotension arterial, etc (WHO,
2014). Hasta la fecha se han obtenido diversos anticuerpos monoclonales
contra las glicoproteinas GP1y GP2 de la envoltura que recubre la cipsida del
EBOV con resultados diversos; asi, el anticuerpo KZ52 neutraliza al virus in
vitro pero no protege a los primates de la infeccién (Friedrich et al., 2012),
algo que si parecen lograr los monoclonales humanos ch133 y ch226 (Marzi et
al., 2012). Ninguno de los anticuerpos desarrollados ha llegado a testarse en
ensayos clinicos (Clinical Trials), pero debido a la gravedad de los brotes de
2014 se ha administrado a algunos pacientes en Estados Unidos, Espafia y
Africa un suero denominado ZMapp que contiene un cocktail de tres
anticuerpos monoclonales humanizados que han demostrado buenos
resultados en los ensayos preclinicos en simios (Goodman, 2014). ZMapp
combina, de manera atin no descrita claramente por motivos comerciales, los
anticuerpos mas eficientes provenientes de otros dos productos previos
denominados MB-003 (compuesto a su vez por los monoclonales 13C6, 13F6
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y 6D8, todos ellos dirigidos contra diversos epitopos de glicoproteinas de la
envoltura de EBOV) y ZMADb (cuyos monoclonales, también dirigidos contra
glicoproteinas de EBOV, auin no han sido publicados) (Pettitt et al., 2013; Qiu
etal., 2013). Los resultados obtenidos con ZMapp en los 3 pacientes humanos

ensayados no son concluyentes.

En el caso del SARS-CoV, este virus causa el denominado sindrome
respiratorio agudo severo, caracterizado por una serie de sintomas poco
especificos como hipertermia, problemas respiratorios leves, neumonia e
infiltracion pulmonar, que puede desembocar en la muerte del paciente (CDC,
2012). Actualmente, se estan estudiando “bnAbs” principalmente dirigidos
contra las subunidades 1y 2 (S1y S2) de glicoproteinas presentes en la capsida
del SARS-CoV. Aunque los resultados todavia no han llegado a la clinica, en la
ultima década se ha realizado un gran esfuerzo investigador que podria
desembocar en la generacion de vacunas y terapias basadas en algunos de estos
anticuerpos (Zhu et al, 2013). Asi, podriamos destacar la generaciéon de bnAbs
denominados 4D4, 1F8 o 5E9 dirigidos contra regiones altamente conservadas
de S2 y que han demostrado gran capacidad de neutralizacion en estudios in
vitro realizados con muestras provenientes de pacientes infectados con SARS-
CoV (Elshabrawyetal., 2012).

Anticuerpos monoclonales en el tratamiento del rechazo de trasplantes

Espana es lider mundial, con 34,6 donantes por millon de habitantes, en
la donacion y trasplante de 6rganos (ONT, 2014). Pero no solo es necesario
contar con donantes de 6rganos, es también necesario mejorar en las técnicas
quirtargicas y de rechazo de los trasplantes, debido a que el organismo del
receptor reconocera como extrafno el 6rgano trasplantado, inducira la respuesta
inmune frente al 6rgano. Las técnicas de inmunosupresion o
inmunomodulacion atenuan la respuesta inmune mediante el uso de diversas
moléculas, entre ellas anticuerpos monoclonales que pueden reconocer
especificamente receptores de membrana presentes en los linfocitos implicados
en dicha respuesta (Genoma Espafa, 2008). Muromonab-CD3, cuya diana es el
antigeno CD3 de los linfocitos T, fue el primer anticuerpo monoclonal usado en
humanos y fue autorizado en su momento para evitar el rechazo en el trasplante
de rin6én (Webster et al., 2006). Posteriormente se autorizaron el monoclonal
humanizado daclizumab y el quimérico basiliximab, ambos dirigidos contra la
cadena alfa del receptor IL-2 de los linfocitos T activados, indicado el primero
contra el rechazo del trasplante hepatico y el segundo contra el rechazo renal
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(Campara et al., 2010). El monoclonal humanizado alemtuzumab reconoce la
proteina CD52 presente en la superficie de los linfocitos T y ha demostrado su
efectividad anti rechazo en el trasplante renal, de médula 6sea y de pulmoén
(Sidaway, en prensa; Scheffert y Raza, 2014).

Lalucha contra el rechazo en los trasplantes hallevado incluso a autorizar
algunos farmacos huérfanos (aquellos que pueden llegar a ser tutiles en el
tratamiento de enfermedades raras y que por las condiciones del mercado no
tienen interés para la industria farmacéutica). Asi, en marzo de 2013 la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) inicio los tramites de autorizacién como
farmaco huérfano de un anticuerpo monoclonal murino (que atin no ha recibido
una denominacién publica) y cuya diana es el receptor alfa-beta de los linfocitos
T, y que puede ser ttil para evitar el rechazo en el trasplante de diversos 6rganos
(EMA, 2013).

¢Es oro todo lo que reluce? Efectos adversos de los anticuerpos
monoclonales utilizados en terapia

El gran desarrollo de la biotecnologia ha permitido la generacion de un
amplio nimero de anticuerpos monoclonales con interés en el tratamiento de
enfermedades, con la autorizacion por las agencias reguladoras de
medicamentos, como la americana FDA ola EMA, de mas de 30 anticuerpos para
suuso en humanos (Becketal, 2010).

Desde el primer momento los clinicos se han percatado de un buen
nimero de efectos adversos de este tipo de anticuerpos cuando son
administrados a humanos. Muchos de los esfuerzos de la investigacion basica y
de la industria biotecnolégica han pasado por la optimizacién de los anticuerpos
monoclonales murinos al transformarlos en anticuerpos totalmente humanos,
con objeto de reducir los principales efectos adversos observados en los
pacientes. No obstante, este procedimiento no es posible en todos los casos.

Uno de los primeros fen6menos descritos al usar anticuerpos
monoclonales murinos en clinica se relacionaba con su alta inmunogenicidad, lo
que provocaba la activacion del propio sistema inmune del paciente contra los
anticuerpos suministrados, provocando incluso reacciones alérgicas graves que
podian llegar a ser fatales. La irrupcion de los anticuerpos monoclonales
quiméricos ha reducido en gran medida la inmunogenicidad y la gravedad de los
efectos adversos, pero siguen siendo capaces de inducir la apariciéon de los
denominados anticuerpos humanos anti-anticuerpos quiméricos (HACA) y, por
ello, de producir problemas en los pacientes (Liet al., 2014).
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Entre los principales efectos adversos observados tras el tratamiento con
anticuerpos monoclonales podemos destacar los siguientes:
« Reacciones de hipersensibilidad (HSRs). Suelen aparecer de forma inmediata

tras la infusion de los anticuerpos monoclonales. Su mecanismo todavia no
esta totalmente elucidado, pero probablemente implica a los mastocitos y a
vias tanto dependientes como independientes de las inmunoglobulinas (IgE)
(Brennan et al., 2009; Li et al., 2014). Las HSRs varian de intensidad y de
duracién segin el paciente y el anticuerpo monoclonal administrado,
incluyendo desde una simple reaccion, hasta la enfermedad del suero,
broncoespasmos o angioedema, pudiendo inducir en los casos més graves la
muerte del paciente por anafilaxia (Kleyman y Weintraub, 2012). En el caso de
anticuerpos quiméricos como rituximab, se ha observado la aparicién de
HSRs que cursan ademas con natuseas, fiebre, hipotension, dolor de cabeza,
angioedema, sintomas respiratorios y reacciones cutaneas severas (Goetsch,
2011; Zebardast et al., 2010). También se han descrito HSRs cuando se
utilizan anticuerpos quiméricos como infliximab o basiliximab, humanizados
como bevacizumab, e incluso humanos como omalizumab, por lo que estan
siendo objeto de seguimiento por la FDA (Li et al., 2014). Para evitar estos
problemas, se puede tratar al paciente con esteroides antes de la
administraciéon del anticuerpo, reducir la velocidad de infusién del mismo o
intentar su desensibilizacion (Hong et al., 2012). No obstante, la mejor opciéon
pasa por incrementar la investigacion que permita el disefio de nuevos
anticuerpos monoclonales con menor capacidad parainducir HSRs.
Reacciones cutaneas. La toxicidad cutanea es frecuente en algunas terapias
basadas en anticuerpos monoclonales, como por ejemplo las dirigidas contra
el receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) que utilizan bien el
anticuerpo quimérico cetuximab o el humano panitumumab, interfiriendo
con la via de sefalizacion de crecimiento epidérmico folicular e interfolicular,
alterando de esta forma la proliferacion, diferenciacion, migraciéon y anclaje
de los queratinocitos, cursando con picores, dermatitis, prurito, erupciones,
etc. (Woodworth et al., 2005; Li et al., 2014). Por otro lado, anticuerpos
monoclonales anti-TNF-alfa como el quimérico infliximab o el humano
adalimumab, pueden inducir la formacién de erupciones de tipo psoriasico. A
dia de hoy se puede intentar reducir la toxicidad cutanea administando a los
pacientes diversos emolientes y esteroides topicos, pero los resultados son
variables segin el individuo, el anticuerpo usado y la enfermedad que se esta
tratando (Lietal., 2014).
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Infecciones. El tratamiento con anticuerpos monoclonales, principalmente
con aquellos cuya diana terapéutica es TNF-alfa, que juega un papel
importante en la respuesta inmune, se ha relacionado con cierto nivel de
inmunosupresion del paciente. Asi, se ha descrito que el tratamiento con
infliximab, adalimumab y con otros anti-TNF-alfa incrementa el riesgo de
reactivacion de tuberculosis, hepatitis B latentes o infeccién con virus Zoster
(Rybar et al., 2008; Pérez-Alvarez, et al., 2011; Shale, 2009). De manera
similar, el uso de anticuerpos monoclonales contra CD20, como rituximab en
pacientes con linfoma parece producir la reactivacion de hepatitis B latentes, e
infecciones con citomegalovirus, herpes simples, virus Zoster, etc (Watanabe
etal.,2011; Aksoyetal., 2007).

Tumores. Paraddjicamente, a pesar de la gran utilidad del uso de los
anticuerpos monoclonales en el tratamiento del cancer, su empleo se ha
relacionado ocasionalmente con la aparicion de tumores secundarios. Sin
embargo, no queda claro si estos tumores secundarios se forman debido a la
enfermedad primaria o como consecuencia al tratamiento con monoclonales.
Los datos disponibles indican que el tratamiento con monoclonales anti-TNF-
alfa se ha relacionado con un incremento en la aparicion de mieloma maultiple
o de linfoma no-Hodgkin en pacientes afectados con artritis reumatoide
(Setoguchi et al., 2006). En pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
o con enfermedad de Crohn se ha observado una mayor incidencia de
linfomas tras tratamientos con infliximab (Williams et al., 2014).

Otras complicaciones. Con menor frecuencia el uso de algunos monoclonales,
principalmente anti-TNF-alfa, se ha relacionado con un incremento en la
aparicion de enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso,
enfermedad pulmonar intersticial o hepatitis autoinmunes (Li et al., 2014).
También se han descrito algunos casos de toxicidad en el sistema nervioso
(como leucoencefalopatia multifocal progresiva) que se han relacionado con
una mayor sensibilidad frente a las infecciones en pacientes tratados con
rituximab (Carson et al., 2009). El uso de abciximab, cuya diana principal es la
glicoproteina GPIIb/IIla bloqueando la agregacion plaquetaria, se ha
relacionado con trombocitopenia e incremento en la probabilidad de
hemorragia intracraneal (Ciccone et al., 2014). Finalmente, el tratamiento
con monoclonales capaces de bloquear a VEGF, como bevacizumab, puede
favorecer la apariciéon de perforacion intestinal e incluso nefropatia (Li et al.,
2014).
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Por todo ello, est4 claro que ademas del trabajo de los cientificos para
lograr reducir las toxicidades y los efectos secundarios, es necesario que los

pacientes objeto de tratamiento con un monoclonal especifico sean
seleccionados cuidadosamente desde el punto de vista clinico, siendo
administrados dichos anticuerpos por personal bien entrenado y en
instalaciones hospitalarias preparadas para responder ante cualquier tipo de
efecto secundario o reaccion no deseada (Casanova-Estruch, 2013).

Nuevas perspectivas en el uso y generacion de anticuerpos
monoclonales con interés en salud humana

Muchas son las lineas en las que se esta trabajando en la actualidad para
optimizar y extender el uso de los monoclonales con fines terapéuticos. Una de
las estrategias mas utiles para la obtenciéon de nuevos anticuerpos sintéticos
consistiria en la generacion de librerias, permitiendo producir anticuerpos
estables, capaces de reconocer diversos antigenos con alta afinidad y
especificidad (Adams y Sidhu, 2014). Asi, las librerias miméticas naturales
intentan recoger la diversidad de anticuerpos naturales mediante la
amplificacion de los genes que codifican para la region variable de las cadenas
pesadas y ligeras de los anticuerpos disponibles (CDRs, regiones determinantes
de la complementariedad), para posteriormente modificarlas mediante técnicas
de recombinacion in vitroy obtener una nueva coleccion de anticuerpos (Bowers
etal.,2013).

La modificacion del fragmento Fc (fragmento cristalizable de la cadena
pesada, responsable de la unién a receptores celulares especificos y a proteinas
del complemento) puede favorecer un incremento en la vida media del
anticuerpo, y mejorar su capacidad para aumentar tanto la citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos, como la citotoxicidad dependiente del complemento
(Bussetal.,2012).

Otro aspecto de interés en investigacion son los anticuerpos
monoclonales biespecificos, esto es, anticuerpos constituidos por miiltiples
dominios de unién en la misma molécula permitiéndoles interactuar con al
menos dos antigenos diferentes, lo que mejora sus propiedades terapéuticas e
incluso su farmacocinética (Buss et al., 2012). Los biespecificos no deben
confundirse con los cocktails de anticuerpos, como el ya indicado ZMapp que
consiste en soluciones conteniendo diversos anticuerpos. El primer biespecifico
aprobado para su uso es el denominado catumaxomab, utilizado para el
tratamiento de la ascitis maligna en pacientes con carcinoma positivo para la
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molécula de adhesion de células epiteliales humanas (Ep-CAM) (Linke et al.,
2010).
La generacion de anticuerpos monoclonales conjugados con diversos

tipos de drogas también parece una linea prometedora, pero dependera de la
mejora de los sistemas sintéticos de union (linkers escindibles: disulfuro,
hidrazona, péptidos enlazadores; o no escindibles: tioéteres) y su impacto en la
eficacia de estos conjugados (Bussetal., 2012).

Para concluir, como ocurre en todos los campos de la biomedicina, no
debemos olvidar la importancia de la colaboracion entre personal investigador y
clinico, algo que en nuestra Universidad de Ledn se esta llevando a cabo en
centros como el Instituto Universitario de Biomedicina (IBIOMED). Asi, deben
analizarse profundamente los efectos secundarios observados en los pacientes
tras el tratamiento con anticuerpos monoclonales, y estudiar los mecanismos
celulares y moleculares, con objeto de evitarlos o reducir su gravedad. Ademas, el
estudio de la fisiopatologia y de la clinica de las diversas enfermedades puede
arrojar luz sobre las mejores dianas terapéuticas disponibles y sobre la
generacion de nuevos anticuerpos con utilidad en medicina. No cabe duda que en
las proximas décadas el uso de anticuerpos monoclonales y de nuevas técnicas
biotecnolégicas permitira vencer enfermedades tanto humanas como animales,
mejorando la calidad y esperanza de vida de los individuos.
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