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Understanding the immunogenicity concept
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La inmunogenicidad es solo uno de los muchos beneficios que
nuestro sistema inmunoldgico nos aporta y se define como la capa-
cidad de diferentes sustancias para desencadenar una respuesta
inmunitaria adaptativa de tipo celular y humoral que a largo plazo
constituye la memoria inmunolégica.

En reumatologia y en otras especialidades médicas, como
dermatologia, gastroenterologia, neurologia e inmunologia, las pro-
teinas biol6gicas derivadas de la biotecnologia se utilizan cada vez
mas como agentes terapéuticos. Estas proteinas, al igual que otros
muchos agentes exégenos pueden inducir una respuesta inmuni-
taria humoral y celular. Ahora bien, en los Gltimos afios, hemos
advertido como estos conceptos han sido interpretados precipita-
damente, y en ocasiones de forma errénea, desde el punto de vista
de su significado clinico.

La respuesta inmunitaria o inmunogenicidad que puede desen-
cadenar una proteina terapéutica se ha propuesto como la causa
de posibles acontecimientos clinicos, como reacciones de hiper-
sensibilidad, disminucién de la eficacia de la molécula terapéutica
e induccién de procesos inmunitarios, incluyendo la formacién de
anticuerpos frente a la proteina en cuestion'2. Lainmunogenicidad
mas «temida» en términos clinicos viene dada por los llamados anti-
cuerpos antifairmaco neutralizantes que, como su nombre indica,
tienen la capacidad de unirse al agente (firmaco) y neutralizarlo,
evitando que desempefie su funcién bioldgica o terapéutica3.

Muchos factores pueden influir en la inmunogenicidad de las
proteinas terapéuticas, entre ellos los inherentes al paciente, a
la propia enfermedad o los relacionados con el producto en si.
Los factores condicionantes de inmunogenicidad relacionados con
el paciente que pueden predisponer a una respuesta inmunita-
ria no deseada incluyen enfermedad de base, factores genéticos
y el estatus inmunolégico basal, incluyendo la terapia inmuno-
moduladora asociada. Por otro lado, factores relacionados con el
producto también influyen en la probabilidad de induccién de una
respuesta inmunitaria, por ejemplo, la via de administracién, el tipo
de proteina, aspectos relativos al proceso de fabricacidn, perfil de
impurezas o excipientes, formulacién y caracteristicas de estabili-
dad productos de degradacién o agregados, la dosis, el intervalo de
administracién y la duracién del tratamientoS.
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El mecanismo de respuesta inmunitaria a moléculas terapéu-
ticas biolégicas parece obedecer a una pérdida «transitoria» de
tolerancia inmunolégica, en lugar de ser la clasica respuesta
inmunitaria a una proteina exdgena, ya que si estos agentes
se suspenden, los anticuerpos pueden incluso desaparecer®’,
Algunos pacientes pueden desarrollar anticuerpos que neutra-
lizan la actividad biolégica del producto terapéutico, mientras
que otros pueden desarrollar anticuerpos que se unen al
producto, alteran su farmacocinética o farmacodinamia, compro-
metiendo su eficacia en ambas situaciones, pero con escenarios
diferentes8-13,

La inmunogenicidad intrinseca o propia de un farmaco varia
considerablemente entre moléculas biolégicas. Por ejemplo, el
interferon-y (IFN-vy) y el factor estimulante de colonias granulo-
citarias podrian ser capaces de inducir una respuesta inmunitaria
que eventualmente comprometa su eficacia, pero ain no se han
desarrollado las técnicas adecuadas para detectarla. Por otro lado,
moléculas como el factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos, el IFN-a y el IFN-f3 parecen ser de forma intrinseca
bastante inmunogénicas!214-16,

Los datos sobre la posible respuesta inmunitaria frente a las
proteinas terapéuticas han de determinarse y aportarse siem-
pre antes de su autorizacién, pero existen naturalmente eventos
de este tipo que pueden presentarse en el periodo poscomer-
cializacién del farmaco. En toda solicitud de autorizacién de
comercializacidn, el fabricante de un farmaco de origen biotecno-
l6gico debe incluir un resumen de las investigaciones respecto a su
inmunogenicidad.

La guia EMEA (European Medicines Agency)!” recomienda que
la evaluacién de la inmunogenicidad se realice utilizando pruebas
validadas para la determinacién de anticuerpos y la caracteriza-
cién de la respuesta inmunitaria observada, en relacién con la
seguridad y eficacia, estableciéndose una correlacién entre la pre-
sencia de anticuerpos y farmacocinética y farmacodinamia del
mismo. Ademads, se recomienda evaluar el papel de la inmuno-
genicidad en ciertos eventos, tales como la hipersensibilidad, las
reacciones infusionales, la autoinmunidad y la pérdida de efica-
cia, aportando, al mismo tiempo, la informacién correspondiente
de eventos adversos relevantes. Si bien en la guia se exponen bre-
vemente los diferentes métodos que pueden ser utilizados para la
evaluacién de la inmunogenicidad, no se especifica ninguna meto-
dologia en particular.
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{Como se desarrollan los anticuerpos antiproteinas
terapéuticas cominmente conocidos como anticuerpos
antifirmaco?

Un anticuerpo es un tipo especial de proteina producida por una
célula del sistema inmunitario, el linfocito B. Cada molécula de anti-
cuerpo tiene 2 polimeros diferentes conectados entre si; uno de
estos polimeros de aminoacidos se conoce como la cadena pesaday
elotro como la cadenaligera. Un anticuerpo tiene 2 cadenas pesadas
y 2 cadenas ligeras; cada cadena pesada es de unos 450 aminoacidos
de largo y cada cadena ligera tiene 250 aminoacidos!8.

Cada célula B produce ante determinados estimulos (antigenos,
en este caso proteinas terapéuticas con capacidad inmunogénica)
anticuerpos que difieren de las de los anticuerpos producidos por
las demas células B. La diferencia es sutil, pero critica a la hora
de reconocer y fijar al antigeno. El sitio del anticuerpo (paratopo)
que se une al epitopo del antigeno que ha desencadenado su forma-
cién es muy especifico. El paratopo «reconoce» una forma molecular
determinada y si las formas no se ajustan, entonces no se une a la
molécula. De esta forma, el anticuerpo, aunque formado bajo el
estimulo de un determinado antigeno, no resulta neutralizante o
efectivo contra este antigeno que le ha inducido!®19,

Los anticuerpos producidos por los linfocitos B, especificamente
por las células plasmaticas, que son las formas mas diferencia-
das de este linaje celular, se encuentran en la sangre periférica
y también en la linfa. Los anticuerpos generados en respuesta a
una sustancia ajena, con la que de alguna manera hemos entrado
en contacto, como una bacteria, un virus (tras una vacunacién o
infeccién) o una proteina terapéutica, pueden encontrarse en cual-
quier sitio del organismo. Y cuando estos anticuerpos circulantes
entran en contacto con el antigeno contra el que se generaron, se
unen a él. Esta unién tendra varios resultados posibles —inactivar
el «antigeno», para que pueda ser mas facilmente destruido por los
macroéfagos (células que fagocitan el antigeno revestido con molé-
culas de anticuerpo) o cubrir los lugares de unién del «antigeno»
a la célula diana e impedirle que entre en ella. Si volviéramos a
entrar en contacto con este antigeno, el sistema inmunitario daria
una mejor respuesta produciendo mas anticuerpos especificos, sin
apenas percibirlo. Este fenémeno, conocido como memoria inmu-
nolégica, que en determinadas ocasiones es beneficioso para el
organismo, puede ser responsable del fallo a diferentes terapias
basadas en proteinas muy dtiles en determinadas afecciones!8-20,

{Hemos llegado al punto de poder unificar criterios para la
deteccion de anticuerpos antifirmaco neutralizantes?

La estandarizacién de los procedimientos de laboratorio de
rutina para detectar anticuerpos, mas atin, anticuerpos neutrali-
zantes antifarmaco, sigue siendo un enorme reto. La controversia de
resultados tan variables como los obtenidos en distintas poblacio-
nes en las que se han realizado los estudios hasta ahora publicados
no nos permite unificar criterios ni establecer parametros objetivos
para determinar la presencia de anticuerpos antifarmaco usados en
el tratamiento de diferentes enfermedades. Ademas, la presencia de
anticuerpos antifirmaco no siempre es un factor de riesgo para el
paciente en términos de posibles efectos secundarios, ni permite
predecir la pérdida, primaria o secundaria, de eficacia.

En relacién con la estandarizacién de las técnicas para la detec-
cién de anticuerpos, tenemos un claro ejemplo en el campo de la
reumatologia. A lo largo de los afios noventa se discutia sobre los
procedimientos utilizados para la deteccion de anticuerpos anti-
péptido ciclico citrulinado en vista de la alta variabilidad de los
resultados que se obtenian y publicaban?!-24, Sin embargo, hoy
nadie duda de la positividad o negatividad del resultado de anti-
cuerpos anti-CCP reportado por un laboratorio de rutina a la hora

de diagnosticary tratar a un paciente con artritis reumatoide, ya que
se ha demostrado, a través de su estandarizacion, una especificidad
y sensibilidad elevadas, un gran valor predictivo, una reproducibi-
lidad intra e interensayo, al igual que intra e interlaboratorio, ser
coste-efectivo y constituir una herramienta clave para el diagnés-
tico, el pronéstico y laimplementacion del tratamiento de la artritis
reumatoide de inicio.

En este sentido, un requisito indispensable para los estudios
de inmunogenicidad asociada a farmacos es la deteccién y la
caracterizaciéon de anticuerpos utilizando métodos que propor-
cionen datos fiables y, sobre todo, reproducibles?26, Wadwha y
Thorpe!® han revisado las diversas técnicas disponibles actual-
mente para determinar la presencia de anticuerpos generados
contra proteinas terapéuticas en fluidos biolégicos; el inmu-
noensayo (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay, ELISA) y la
radioinmunoprecipitaciéon (RIA), Gtiles como procedimientos de
cribado, el «surface plasmon resonance», el procedimiento costoso
y automatizado que demuestra la interaccién antigeno-anticuerpo
en tiempo real y, sobre todo, los bioensayos, esenciales para deter-
minar si los anticuerpos son o no neutralizantes'32>27, Cada uno
de estos métodos tiene pros y contras, y es importante destacar que
ninguno, por si solo, es suficiente para definir las caracteristicas de
los anticuerpos que se producen frente a una molécula biolégica.
La aplicacién de una estrategia que implique el uso de varios méto-
dos es necesaria para una comprension detallada de la cantidad y
el tipo de anticuerpos generados contra un producto terapéutico.

La controversia actual en relacién con los anticuerpos
antifirmaco

En una revisién publicada en el afio 2008, Purcell y Lockey?8
describen el término inmunogenicidad aplicado a numerosos agen-
tes terapéuticos, incluyendo factores de coagulacién, factores de
crecimiento, hormonas, enzimas, citocinas y anticuerpos monoclo-
nales, entre ellos la insulina recombinante, un producto idéntico a
la insulina humana cuya inmunogenicidad l6gicamente es menor
que la porcina o la bovina29-31, No se ha logrado, sin embargo y
pese a numerosos estudios, identificar el significado clinico de los
anticuerpos contra la insulina recombinante32,

Muchos factores pueden contribuir a la alteracién en la
estructura de la proteina para provocar una respuesta inmuni-
taria con formacién de anticuerpos entre ellos, la glucosilacién,
los contaminantes, los cambios de temperatura y los medios de
almacenamiento pueden tener un papel determinante333:34, Tal
es el caso de una formulacién de IFN-q, en la cual se determind
que se oxidaba anormalmente a temperatura ambiente, cambiando
la estructura terciaria de la proteina de tal manera que generaba
una respuesta inmunitaria con produccién de anticuerpos. Poste-
riormente, un cambio de formulacién y almacenamiento resulté
en una reduccién de la formacién de anticuerpos antifarmaco
considerable!>.

Las consecuencias clinicas de la formacién de anticuerpos
antifirmaco son extremadamente variables, mientras algunos no
tienen ningin efecto clinico relevante (anticuerpos antiinsulina
recombinante), otros tienen efectos adversos que van desde la pér-
dida de eficacia hasta, incluso, efectos que pueden poner en peligro
la vida del paciente, como es el caso de la aplasia pura de células
rojas inducida por eritropoyetina recombinante producida por una
anafilaxis no mediada por IgE343>,

Cabe también destacar el factor recombinante vi y el fac-
tor 1X que se desarrollaron a finales de los afios ochenta para el
tratamiento de pacientes con hemofilia A y B, respectivamente.
Aunque el uso de estos agentes terapéuticos resulté un éxito en
el tratamiento de estas enfermedades, la formacién de anticuer-
pos neutralizantes resulté un problema significativo, directamente
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relacionado con la severidad de la enfermedad. La incidencia de
formacion de anticuerpos anti-factor viil recombinante fue de un
15-35% en formas leves-moderadas de hemofilia A, mientras que
en casos graves, donde el factor viil natural era producida en poca
o ninguna cantidad (< 5%), la formacién de anticuerpos fue de un
52%36,37.

En reumatologia especificamente, la falta de respuesta, la pér-
dida de eficacia o las reacciones a la administraciéon en relacién
con el uso de anticuerpos monoclonales contra el TNF-a soluble
o su receptor han sido directamente relacionadas con el desarro-
llo de anticuerpos antifirmaco (anti-human chimeric antibody;
HACA) y niveles plasmaticos bajos o indetectables del mismo38-39,
Si bien el concepto de anticuerpo neutralizante antifirmaco no
queda demostrado in vivo para este tipo de terapias, la realidad
es que un porcentaje de pacientes desarrollan estos anticuerpos
asociandose a la pérdida de respuesta o a reacciones infusionales.

Algunos estudios comunican una prevalencia de HACA por ELISA
en pacientes con artritis reumatoide de entre un 17,4 y un 44% para
anti-TNF-a y en un rango del 15 al 30% en pacientes con espondilitis
anquilosante?%-43, Diferentes datos estadisticos se observan cuando
se emplea una técnica de deteccién diferente de ELISA%4%>. Se ha
especulado que la presencia de HACA podria explicar los casos de
fallo terapéutico; sin embargo, no todos los pacientes no respon-
dedores presentan HACA, lo que sugiere que otros factores podrian
estar implicados en ese fallo terapéutico.

La inmunogenicidad de los farmacos anti-TNF depende de su
estructura, siendo mayor en aquellos de origen murino que en
los humanizados o modificados por recombinacién genética%®. En
estos altimos, seria practicamente imposible detectar el paratopo
donde el epitopo de nuestro antigeno ha de unirse y, por lo tanto,
dificil desarrollar técnicas de ELISA para cuantificarlo. La heteroge-
neidad en las técnicas utilizadas (ELISA, RIA) y los procedimientos
no estandarizados no permiten conocer el valor real de la presencia
de estos anticuerpos. Discordancias entre presencia de anticuerpos
antifairmaco-niveles bajos de fairmaco y respuesta-efectos secun-
darios apuntan cada vez mas a los niveles de farmaco que al
desarrollo en si de anticuerpos, como la causa principal de pér-
dida de eficacia?’8. Ademas, resultados heterogéneos en relacién
con diferentes farmacos anti-TNF en diferentes enfermedades no
explican la variacién entre la presencia de anticuerpos antifar-
maco y la pérdida de respuesta asociada a cada terapia con cada
enfermedad?0:41:48-50,

Si bien parece existir una asociacion estadisticamente signifi-
cativa entre la presencia de anticuerpos antifirmaco-niveles de
farmaco-pérdida de eficacia-reaccién infusional segiin datos proce-
dentes de diferentes grupos de investigacién utilizando diferentes
técnicas, no conocemos en detalle la aplicacién clinica (valor pre-
dictivo positivo, el valor predictivo negativo, la odds ratio o el riesgo
relativo), asi como tampoco la reproductividad intra-interensayo
seglin los procedimientos seguidos, e intra-interlaboratorio segiin
las técnicas de deteccidn utilizadas, que estas determinaciones pue-
den ofrecer en diferentes enfermedades, para diferentes pacientes
y con diferentes estrategias terapéuticas.

Conclusiones

Una gran cantidad de factores puede ser responsable de la
variacioén en el perfil de inmunogenicidad de diferentes productos
biolégicos, lo que hace que estos datos deban ser interpretados con
precaucion. Los resultados podrian ser verdaderamente comparati-
vos si las moléculas han sido evaluadas en las mismas condiciones,
utilizando los mismos protocolos clinicos y de laboratorio, y deter-
minando los anticuerpos antifirmaco mediante procedimientos
estandarizados en todos los laboratorios.

No cabe duda de que la inmunogenicidad desempefia un papel
relevante en el efecto terapéutico de un firmaco, pero ejemplos

anteriores, como los procedentes de la insulina o eritropoyetina
recombinantes, nos hacen ser cautos a la hora de interpretar los
resultados relativos a aquellos firmacos cominmente utilizados en
nuestra especialidad. Otros factores que se deben tener en cuenta,
como la via de administraciéon o la conservacién del farmaco, aspec-
tos relacionados con el perfil clinico del paciente y el tipo de
enfermedad o las variaciones en la técnica de deteccion, han de ser
sopesados y analizados antes de determinar cudl es la relevancia
clinica de este fenémeno.
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