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TEMA 18. TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR E INMUNOESTIMULADOR.

Mecanismos de tolerancia periférica.

e No siempre la Tolerancia central (Timo o médula ¢sea) consigue eliminar todos los timocitos autorreactivos, convirtiéndose algunos de ellos en linfocitos T virgenes. Estos linfocitos
T virgenes NO se convierten en efectores por un mecanismo de Ignorancia y de anergia. En ocasiones este control puede fallar y se generan linfocitos T autorreactivos efectores.
Estos linfocitos autorreactivos también pueden ser INHIBIDOS O ELIMINADOS, mediante mecanismos que se despiertan cuando el antigeno NO PUEDE ELIMINARSE (antigeno
propio). Si un microorganismo hace una infeccion cronica a veces los linfocitos T anti-microorganismo también se inactivan por los mismos procesos.

o IMPEDIR ACTIVACION LINFOCITOS T VIRGENES AUTORREACTIVOS

o Ignorancia. Hay una barrera anatémica (barrera hemato encefalica y otras en hojo, testiculo, etc) que impide reconocimiento de antigeno por linfocitos T efectores y anticuerpos.
Si se rmpe se puede producir autoinmunidad por llegada antigeno a ganglio y llegada de efectores a tejido.

o Anergia. En alguna imagen no se representa el fenomeno de Anergia, en donde linfocitos T virgenes pueden reconocer antigenos propios o no-propios (alimentos, polen, etc) no
presentes en timo con alta afinidad sobre células que NO sean células dendriticas inmaduras.

¢ INHIBIR FUNCION DE LINFOCITO T EFECTOR AUTORREACTIVO. Estos mecanismos juegan un papel en el control de una respuesta inmune, probablemente para evitar
una respuesta inmune excesiva.

o Deleccion. Ademas de seleccion negativa, que ocurre en timocitos en timo o en precursores B en médula Osea, existe una delecciéon de linfocitos T efectores. Esre mecanismo

de muerte por activacion tiene importancia en tolerancia, dado que el sistema inmune intenta tolerar todos los antigenos que permanecen en el tiempo. Las células T

autorreactivas pueden exprear Fas (al no poder eliminar el auto-antigeno) y mueren. Una prueba de la existencia de este mecanismo es el desarrollo de cuadros autoinmunes

en ratones deficientes en Fas o Fas-L.

Inhibicién/Extenuacién: Un cuadro muy semejante al anterior, pero donde no se produce la muerte del linfocito T efector, sino que entra en un estado baja respuesta funcional,

que expresa moléculas co-inhibidoras como CTL-4 o PD1. De nuevo existen modelos animal donde el déficit de CTLA-4 o PD-1 induce un cuadro autoinmune.

Supresién. A diferencia de los anteriores la supresion se hace por productos secretados por linfocitos Treg, tales como TGF-beta o IL-10, que inhiben la funcién de linfocitos T

efectores, y probablemente también de células dendriticas.

Polarizacion a respuestas T de baja capacidad inflamatoria. Aunque no hay un acuerdo, la polarizacion de linfocitos T autorreactivos hacia Th2 parecce tener un efecto anti-

inflamatorio.

Senescencia: Parada irreversible del ciclo celular ligada al acortamiento de telomeros.

o

o

o

o

Ademas de la seleccion negativa en timo (Tolerancia central)
existe una tolerancia periférica a autoantigenos (pMHC) en la
que juegan un papel diferentes mecanismos.

Cuando alguno de ellos falla se puede producir autoinmunidad

AUTOINMUNIDAD. En ocasiones estos mecanismos de tolerancia central o periférica fallan y se produce un cuadro de autoinmunidad, en donde se generan células plasmaticas o linfocitos
T efectores que reconocen componentes propios.

1. Autoanticuerpos. Se denominan autoanticuerpos a anticuerpos presentes en sangre o tejidos que reconocen moléculas propias. Un ejemplo serian anticuerpos anti-DNA, anti-
transglutaminasa, anti-receptor de TSH, etc. Estos anticuerpos pueden formar inmunocomplejos si el antigeno esta en sangre o inflamacién en los tejidos en donde ese autoantigeno
se exprese. Los antigenos propios reconocodos por autoanticuerpos y que forman inmunocomplejos que pueden provocar vasculitis sorprendentemente pueden ser intracelulares. Por el
contrario los anticuerpos que reconocen estructuras en tejidos suelen reconocer estructuras de membrana (por ejemplo receptor de TSH o el receptor de acetilcolina)

1. Se considera que existen numerosos linfocitos B autorreactivos, dado que la tolerancia central de linfocitos B es mucho menos sofisticada y efectiva que la de linfocitos T en
timo. Sin embargo estos linfocitos B autorreactivos NO se diferencian a células plasmaticas dado que no reciben cooperacion T de linfocitos T autorreactivos (seleccionados
negativamente en timo o que han sufrido tolerancia periférica). La generacion de autoanticuerpos se realiza

1. Cuando se activan linfocitos T autorreactivos
2. Cuando reciben cooperacion de linfocitos T que reconocen estructuras no propias (ver generacion autoanticuerpos frente a transglutaminasa a glicolipidos presentes en
eritrocitos en infecciones por micoplasma).

2. Los linfocitos T autorreactivos reconocen complejos pMHC en donde el péptido es propio. Pueden ser linfocitos CD4+ o CD8+. Se ha demostrado la importancia de estos linfocitos T
autorreactivos en ciertas enfermedades autoinmunes, como por ejemplo esclerosis mutiple o artritis reumatoide.

3. Los linfocitos T CD4+ autorreactivos juegan un papel muy importante en la secrecion de autoanticuerpos, dado que los antigenos propios reconocidos NO son de alta organizacion. A
veces estos autoanticuerpos no juegan papel en la patologia, mientras que otras veces si.

Pérdida de moléculas
coinhibidoras (tolerancia
periférica)

Pérdida CTLA-4

Alteracion de moléculas implicadas en
apoptosis (tolerancia periférica)

Pérdida de Treg
(tolerancia periférica)

Pérdida de expresion de antigenos periféricos en
células epiteliales timicas (tolertancia central)

Desarrollo autoinmunidad por
ruptura tolerancia periférica o
central

Pérdida de Fas o de Fas-L
Pérdida de FoxP3. Pérdida de AIRE

Pérdida PD-1 Sobre expresion de bcel2 (anti-apoptotica)

Ensayos experimentales que muestran como existe anergia in vivo y como puede revertirse, lo que puede explicar desarrollo de autoinmunidad y abre campos de intervencion terapéutica

A veces en los cuadros de autoinmunidad juega un papel relevante la produccion de autoanticuerpos, que se pueden formar por cooperacion T:B en donde un linfocito B autorreactivo
recibecooperacion de linfocitos T NO autorreactivos. En el cuadro inferior se describen dos casos de cooperacion T:B en donde los linfocitos T cooperadores reconocen estructuras no
propias (gluten o micoplasma), cooperando con linfocitos B autorreactivos.

Complejo Localizacion de Epitopo Especificidada antigénica |Proteina de la que Especificidad antigénica de Consecuencias
antigénico reconocido relevante de linfocito B que proviene el péptido del |linfocito Tth
reconocido por endocita vacuna complejo pMHC-IT
linfocito B conjugada presentado a linfocitos
Tth
Gluten- Gluten-TG Transglutaminasa (Ag Transglutaminasa Gluten (no propio) Gluten Auto-anticuerpos anti-
transglutaminasa propio en donde hay B (propio) transglutaminasa.
(Gluten -TG) autorreactivas pero no
T-autorreactivas)
Micoplasma- Micoplasma- Glicolipido (Ag propio en |Glicolipido (propio) Proteinas del Anti-micoplasma. Contra Auto-anticuerpos contra
glicolipido glicolipido (lo donde hay B micoplasma proteinas del micoplasma que glicolipidos presentes en la
arranca dela autorreactivas) generen péptidos capaces de membrana del eritrocito.
membrana) enclavarse en alelos MHC-II del  |Anemia hemolitica.
paciente infectado por
micoplasma.
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La activacion de linfocitos T autorreactivos conducen a la 2 =t
SOBREEXPRESION de Interleucinas PROINFLAMATORIAS. En a g
Tabla superior se describen las enfermedades autoinmunes asociadas a un p [ No 2.2
aumento de exresion de ciertas interleucinas.

Por otra parte también aparecen cuadros autoinmunes como DISMINUYE et aal) D [Ny =1
la expresion de interleucinas antiinflamatorias, como TGF-beta que en
enfermedades autoinmunes puede ocurrir en situaciones en donde no se
produzcan T reguladores.

A veces la asociacion no es facil.

En este caso. los pacientes que expresan DQ2 y DQS8 pueden generar una nueva molécula MHC-II compuesta
por la cadena beta DQB1*02:01 con la cadena alfa DQA*03, aunque estén en haplotipos diferentes.
Normalmente eso no ocurre porque no es facil que una cadena beta de DQ se una a una cadena alfa de DQ. Si lo
hacen las que estan en el mismo haplotipo porque se ha seleccionado ese par de cadenas (alelos) ya que se unen
bien entre ellos. Sorprendentemente este nuvo alelo DQ se asocia a diabetes mas fuertemente que en pacientes
que solo expresan DQ2 o D o sélo expresan DQS.

Muchos de estos cuadros autoinmunes se asocian a ciertos alelos HLA. La
justificacion de este hecho puede radicar en la posibilidad de expresar
complejos pMHC propios inmunogénicos Esta preferencia de ciertos
alelos por unir un determinado péptido propio modificado (citrulacién)o sin
modificar probablemente es responsable de la asociacion de ciertas
enfermedades autoinmunes a la presencia de ciertos alelos MHC. La
proteccion se puede deber a la imposibilidad de presentar esos péptidos
propios contra los que se despiesta una respuesta T en ciertos individuos

Alelos asociados a diabetes: DR3,4

Alelos protectores: DR2,x, siendo x aleos diferentes de DR3 o DR4. Ahora
DR2 se denomina DR15 o DR16. es una figura un poco envejecida....

En esta figura se especula con los posibles auto-antigenos que pueden presentarse en ciertos alelos MHC asociados a una mayor frecuencia de aparicion de cuadros autoinmunes.
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Esta hipotesis (preferencia de union a péptidos inmunogénicos) de ciertos
alelos MHC ha sido observada en Enfermedad celiaca, en donde ciertos
péptidos de gluten se unen preferentemente a ciertos alelos MHC-II, DQ2
(DQ2.5, cadena DQB1*02 y cadena alfa DQA1*05 que se pude formar en
cis (mismo haplotopo) o en trans (cada una delas cadenas en un haplitopi
diferente)) y DQS (en este caso no se emplea la terminologia DQ3.3).
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En esta figura se vuelve a sefialar como el heterodimero DQB1:02 co DQA1*05 se pueden formar en cis o trans
y se asicuaa a enfermedad celiaca

Por otraparte se muestra como el alelo DQS8 (que esta formado por DQQ1*03:02 con DQA1*03) se asocia a
celiaca y diabetes, pero que el heterodimero DQB1*03:02 con DQA1*05:01 se asocia a celiaca pero mucho mas
a diabetes. A este heterodimeor se le sigue llamando DQ8 (DQ8.5 trans) DQS es un split de DQ3, y por eso la
cadena beta de DQS se le denomina DQB1*03:02

TRATAMIENTOS INMUNOSUPRESORES O INMUNOESTIMULADORES

Los farmacos anti.inflamatorios clasicos son los antiinflamatorios no esteroideos (INE o
NSAID en inglés), que inhiben la produccion de tromboxanos y prostaglandinas, potentes
mediadores de la inflamacion (el acido acetil salicilico es uno de estos farmacos)

Modo de accion de los esteroides. Son moléculas que atraviesan la membrana celular, y que
tras su unioén a receptores citosolicos, inducen la modificacion de la transcripcién genémica.
Hay elementos de respuesta a esteroides en el DNA (transactivacion). Por otra parte puede
Transreprimir la expresion de un gen bien uniéndose a una elemento regulador e impidiendo
que un factor de trancripcion se una o interaccionando directamente con el factor de
transcripcion (como NFKB) e impidiendo su efecto favorecedor de la transcripcion. La
administracion de glucocorticoides aumenta la transcripcion de proteinas antiinflamatorias e
inhibe la transcripcion de las proinflamatorias.

NFKB tiene una fucion proinflamatoria tanto de células del sistema inmune innato como
especifico. En este grafico se aprecia como NFKB que junto con otros factores de
transcripcion (NFAT) regula genes implicados en la proliferacion y ganancia de funcion
efectora por parte de linfocitos T.

Existen otros formacos con un potente efecto inmunosupresor denominados anti-
inflamatorios ESTEROIDEOS. Los esteroides (https://es.wikipedia.org/wiki/Esteroide)
forman una gran familia de la que forman parte los glucorticorticoides
(https://en.wikipedia.org/wiki/Glucocorticoid)tienen un potente efecto sobre la produccion de
interleucinas implicados en la inflamacién sobre todo producidas por células del sistema
inmune innato. También se ha descrito que inhiben la proliferacion de linfocitos Ty B, e
incluso en ciertas circunstancias pueden favorece su muerte por apoptosis (por ejemplo
timocitos)

Fosfatasa

B |

Modo de accion de los inhibidores de calcineurina (Ciclosporina y tacrolimo)

Las sefiales transmitidas por el receptor de linfocitos T son muy complejas, pero juega un
papel muy importante el aumento del calcio intracelular y con ello la activacion de una
Fosfatasa dependiente de calcio denominada Calcineurina. Esta fosfatasa defosforila un factor
de transcripcion denominado NFAT que juega una papel muy importante en la transcripcion
de genes necesarios para la proliferacion y ganancia de funcién o ejecucion de funciones
efectoras por linfocitos T.

Los inhibidores de calcineurina (tacrélimus o ciclosporina) se unen a proteinas citosolicas
permitiéndolas unirse ahora a calcineuria e IMPEDIR su funcion fosfatasa, con lo que NFAT
permanece fosforilado y secuentrado en citoplasma

Tacrolimo se une a la proteina citoplasmica FKBP12, y el complejo tacrélimo:FKBP inhibe la
accidn enzimatica de la calcineurina.

Ciclosporina también inhibe la accion enzimatica de la calcineurian pero lo hace formando un
complejo con la proteina citopldsmica Cyclofilina-A

Existe otra farmaco inmunosupresor que se denomia Rapamicina (sirélimus). Rapamicina
también se une a la proteina citosélica FKBP12 en una manera similar a tacrolimo, pero el
complejo Rapamicina-FKBP12 inhibe la funcion de la proteina mTOR (mammalian Target
Of Rapamycin) al unirse a ella. La via de sefializacion de mTOR es fundamental en la
proliferacion de linfocitos T y se despierta por ejemplo tras la interaccion de IL-2 con el
Receptor de IL-2 presente en linfocitos T activados.

Alteracion de células del Sistema Inmune Innato

Alteracion de células del Sistema
Inmune Especifico.

Mecanismo de accion.

SI (Neutropenia que favorece infecciones por
bacterias extracelulares y hongos)

Anti-neoplasicos (anti-
mitdticos como metotrexate o

Disminuye proliferacion de linfocitos T
virgenes y memoria. Utilizado en

Inhibe replicacion de DNA o mitosis

calcineurina (Ciclosporina y
tacr6limo). No inhiben entrada |T.
de calcio sino activacion
calcineurina en presencia de
calcio.

importante que inhibicién en funcion de linfocitos |linfocitos T efectores.

Indirectamente inhibe proliferacion del
infocitos B (no cooperacion T).
(Apoptosis de linfocitos B activados?

ciclofosfamida)) autoinmunidad.
Quimioterapia
Corticoesteroides Disminuye la secrecion de interleucinas Inhibe la activacion de linfocitos T tras  |Se une a recptores citoplasmicos después de atravesar la
(esteroides) Por ejemplo proinflamatorias por macrofagos. su contacto con el antigeno membrana y regula positiva o negativamente la transcripcion
Dexametasona Disminuye la generacion de prostaglandinas y Favorece la apoptosis de linfocitos T de varios genes.

leucotrienos activados

Disminuye la extravasacion de neutréfilos, (Favorece la apoptosis de células

monocitos y linfocitos efectores. plasmaticas de vida media corta?
Inhibidores de la Inhibe la exocitosis de granulos/vesiculas (menos |Inhibe la secrecion de interleucinas por |Inhibe la actividad fosfatasa de la calcineurina dependiente de

Calcio. Ello lo hace al unirse a proteinas implicadas en la
transferencia de Calcio a un sitio activo de calcineurina. La
inhibicién de la calcineurina impide la defosforilacién de un
factor de transcripcion esencial para la produccion de
interleucinas (NFAT), que sélo pasa a nucleo en su forma NO
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fosforilada. Con ello se inhibe la activacién delinfocitos T.
Tal vez tenga efectos adicionales sobre otras células del
sistema inmune.

Rapamicina Sin efectos de interés

Inhibe la transmision de sefiales del
receptor de IL-2, por lo que disminuye
proliferacion de linfocitos Ty

Inhibe las sefales transmitidas por el receptor de IL-2 (tras su
union a IL-2) impidiendo asi la sintesis proteica de linfocitos t
activados, su proliferacion y su ganancia de funcion.

parcialmente ganancia de funcion

efectora

MEDICAMENTOS BIOLOGICOS. Sustancia producida con un organismo vivo o sus productos; se usa para prevenir, diagnosticar o tratar el cancer y otras enfermedades. Entre los

medicamentos bioldgicos se incluyen los anticuerpos, las interleucinas y las vacunas. También se llama producto bi

ico y sustancia bi

=3

Tal y como hemos visto hay autoanticuerpos capaces de reconocer estructuras propias
(autoantigenos). Ademas de activar complemento cuando se unen a la supoerficie de células o
a proteinas de matriz extracelular, en ocasiones son capaces de cumplir otras funciones:

1.- Anticuerpos agonistas. Son capaces de simular el ligando de un receptor de membrana, y
hacen que la célula a la que se una se active. Ello ocurre en una enfermedad que se llama Enf
de Graves en donde anticuerpos contra el receptor de TSH hace que las células tiroideas
secreten T3 y T4

2.- Anticurpos antagoni 0 o neutralizantes. Es el caso opuesto, la union de
un anticuerpo a un receptor de membrana IMPIDE que se una a su ligando y asi deja de
transmitir sefiales o de favorecer adhesion o que se cumpla cualquier funcién que implique una
interaccion receptor:ligando. Eso ocurre en la Anemia Perniciosa, donde anticuerpos contra el
factor intrinseco impide que se una a B12, y que se absorba. Hay muchos otros ejemplos.

3.- Anticuerpos depleccionantes. Son anticuerpos que inducen la fagocitosis o la muerte de
las células a las que se unen no por la activacion del complejo de ataque, sino por unirse a
receptores que interfieren la supervivencia de esas células por mecanismos que en ocasiones
no son evidentes.

bl £

La existencia de autoanticerpos que cumplen diferentes funciones al unirse a su ligando en la
membrana de células, ha llevado a intentar lograr anticuerpos, tras inmunizar a animales, que
cumplan las funciones que deseamos, por ejemplo matar células tumorales o impedir que una
interleucina se una a su recpetor a activar un un linfocito T anti-tumoral aal unirse a un co-
rreceptor activados o al revés, bloquear las sefiales de un receptor-coinhibidor con anticuerpos
antagonistas/bloqueantes.

Un problema es que al inmunizar un animal con una antigeno, o con una célula, se produce
una respuesta policlonal, en donde varios linfocitos B se activan al reconocer diferentes
epitopos de un antigeno o diferentes moléculas de membrana (CDs) si inmunizamos a un
animal con una célula hematopoyética. Esos diferentes linfocitos B se convierten en
plasmaticas que secretan anticuerpos. En el suero de los animales inmunizados tenemos
anticuerpos con diferentees regiones VH y VL que reconocen diferentes epitopos o diferentes
moléculas del antigeno. Es una respuesta policlonal y se dice que los anticuerpos que hay
en el suero especificos frente al antigeno con el que he he inmunizado son policlonales, es
decir, provienen de la diferenciacion de varios linfocitos B.

Desgraciadmante es imposible purificar las células plasmaticas, clonarlas (poner una célula
plasmatica en un pocillo de una placa de las que utilizamos en la practica de ELISA o de
aglutinacion) y crecerla para asi tener anticuerpos que provengan de una tnica célula
plasmatica y de su progenia. NO se pueden purificar ni cultivar células plasmaticas, mueren.

Por ello si quiero tener anticuerpos bloqueantes anti-TNF (que impida su unién al receptor de
TNF al estar unidos a TNF) debo tener ratones o conejos inmunizados a los que le estraigo
sangre cada cierto tiempo. El suero contendria anticuerpos anti-TNF policlonales (producidas
por plasmaticas que reconocen diferentes epitopos de TNF)

Un investigador argentino que trabajaba en Inglaterra llamado Cesar Milstein tuvo una
idea genial Aqui podeis ver un video sobre su vida en el que yo aparezco fugazmente
(01:03:17) (https://www.youtube.com/watch?v=iNmbmOGMcbs) porque tuve el inmenso
privilegio de trabajar con ¢l. en Cambridge unos meses. Dado que no podemos cultivar
(crecer) células plasmaticas in vitro podemos fusionar las células plasmaticas (en realidad
plasmoblastos presentes en bazo) con una célula tumoral que si crezca in vitro. Asi se
obtuvieron células denominadas HIBRIDOMAS, que era el producto de la fusion de un
plasmoblasto con una célula tumoral (mieloma). Estos hibridomas secretan el anticuerpo que
secretaba el plasmoblasto, pero puede crecerse in vitro y obtener asi toda la cantidad de
anticuerpo que se quiera.

e En el cuadro A se representan plasmoblastos de bazo secretores de anticuerpos, Cada
célula tiene un color distinto porque produce un anticuerpo de distinta secuencia y de
distinta especificidad (todos por ejemplo dirigidos contra linfocito T pero contra

o e

@@
A& & A KA

©19899 Eisevier Science/Garland Publishing

Estos HIBRIDOMAS crecen de manera tumoral (indefinidamente) y es posible hacer
experimentos de dilucién limite en donde se siembra 1 tnica célula en un pocillo. Esta célula
crece aislada de las demas y en su proliferacion secreta un Ginico tipo de inmunoglobulina de
membrana con una tnica especificidad, por ejemplo contra una determinada molécula. Los
anticuerpos que se encuentran en el edio de cultivo son todos ide nticos, porque provienen de
una unica célula que se ha multiplicado, son ANTICUERPOS MONOCLONALES

Después de la fusion se ajusta a una célula hibrida por pocillo. Su expansion produce la
secrecion de un anticuerpo de una tnica especificidad que se denomina anticuerpo
monoclonal. Los hibridomas de interés se seleccionan y expanden, lo que permite el
aislamiento del anticuerpo monoclonal de interés.
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diferentes moléculas del linfocito T).
e En el cuadro B se representan la linea tumoral capaz de fusionarse con linfocitos B.

e En el cuadro C se observan las células fusionadas, que se denominan hibridomas.
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Como se aprecia ahora, hemos aislado en un pocillo un anticuerpo que ya sélo reconoce uno
de los epitopos de TNF por ejemplo, pudiendo seleccionar anticuerpos con capacidad
neutralizante/bloqueante.

A este anticuerpo se le denominA ANTICUERPO MONOCLONAL. dado que esta
producido por un tnico hibridoma, resultado de la fusion de una tnica célula

o Por qué se clonan estas células fusionadas? Porque tal y como hemos visto cuando se
inmuniza con un antigeno (por ejemplo una célula humana) se despierta en el ratéon una
respuesta policlonal, en donde diferentes células B del ratén inmunizado presentes en
Bazo interaccionan con diferentes epitopos,o incluso de diferentes moléculas. El
propdsito de la técnica de generacion de anticuerpos monoclonales es obtener
anticuerpos de una tnica especificidad que estén separados de los demas. Como es
imposible separar unos anticuerpos de otros por su secuencia, lo que en esta ocasion
podemos hacer es separar los hibridomas que los producen.

En un bazo de ratén inm do habra h élulas B iay
plasmoblastos presentes en bazo de diferente especificidad que, tras la fusion con el
mieloma, secretaran la inmunoglobulina que tienen en membrana sin necesidad de un
nuevo contacto con el antigeno. Por ello si separamos las células fusionadas unas de
otra, separaremos los anticuerpos que secretan. Ello se puede lograr haciendo que cada
célula fusionada (hibridoma secretor de inmunoglobulina) esté en un pocillo diferente.
Si se logra, se dice que estos hibridomas estén clonados (este proceso es equivalente
al cultivo de colonias de bacterias en agar). Ello quiere decir que la poblacion celular
que tengamos en un pocillo serd la progenie del hibridoma tnico que sembramos en el
pocillo.

En esta figura encontramos un resumen de todo lo estudiado. Imaginemos que
inyectamos de nuevo a un ratén un virus con varias proteinas en su superficie, o una
proteina con diferentes epitopos.

En esta grafica se muestra com se obtienen anticuerpos monoclonales a partir de la fusion de plasmoblastos con células tumorales, y la clonacion de hibridomas. En el sobrenadante del

cultivo de los hibridomas tendremos los anticuerpos monoclonales.

En el suero de ratones inmunizados tenemos anticuerpos policlonales (producidos por muchas células plasmaticas localizadas en médula dsea o 6rganos linfoides secundarios). Este conjunto
de anticuerpos policolnales se denomina anti-suero, y su obtencion depende de la vida del animal, acabandose cuando el animal muera.

En esta grafica se muestran diferentes estrategias para poder inhibir una respuesta inmune de
linfocitos T, por ejemplo para tratar una enfermedad autoinmune o inhibir el desarrollo de una
respuesta frente a aloantigenos en un trasplante
1. Uso o de anticuerpos bloq tes/antagonistas. Estos anticuerpos intentan impedir
interacciones receptor-ligando que intervienen en la sinapsis inductora o efectora de
linfocitos T
1. Anticuerpos anti-CD3. Impiden la interaccion entre el TCRalfa,beta y el
complejo pMHC. No es exactamente un anticuerpo bloqueante porque la unioén a
CD3 hace ques e transmitan seiiales al interor de la célula. Por ello, y aunque su
fincion es compleja, los anticuerpos anti-CD3 inhiben la activacion de linfocitos
T.
. Anticuerpos anti-CD40L. Impiden la interaccion entre CD40 (presente en
macrofagos/monocitos) y CD40L (presente en linfocitos T). Este tratamiento
dificulta la realizacion de sinapsis efectora entre linfocitos T y
macrofagos/monocitos. La union de anti-CD40L a CD40L no induce
transduccion de sefales al interior del linfocito T
Anticuerpos anti-CD25. CD25 forma parte del receptor de IL-2 de alta afinidad,
y por ello dificulta la proliferacion de linfocitos T en presencia de IL-2
Uso de proteinas de membrana solubilizadas al unirse por genética molecular a la
region Fc de inmunoglbulinas. El nobre suele terminar en ept (xxxxept)Actualmente
es posible convertir una proteina de membrana en una soluble al unirla a regiones Fc de
inmunoglobulinas. La molécula CTLA-4Ig (Abatacept) se une a CD80 y CD86 e
impide que CD28 se una a CD80/CD86, y por ello dificulta la generacion de una
sinapsis inductora entre Tv y células dendriticas
. Inhibidores de calcineurina (FK506 es otro nombre que se da a Tacrolimo). Como ya
hemos visto impiden la defosforilacion de NFAT y la sintesis de varias interleucinas
por linfocitos T que han reconocido su ligando pMHC.
Inhibidores de proteinas JAK que son tirosin quinasas que se activan por receptores de
citoquinas, en este caso de IL-2
Farmacos que inhiben la replicacion de linfocitos T
1. Rapamicina. Como vimos impide la transmision de sefiales activadoras por parte
de receptores de interleucinas (IL-2)
2. Farmacos que impiden la sintesis de DNA, y por ello la proliferacion de
linfocitos T. Entre ellos destaca la Azatioprina, Ciclofasfamida, metotrexate y
4cido micofendlico
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Se estan probando nuevos farmacos que inhiben la salida de células efectoras de ganglio
linfatico (Fingolimod), inhbibiendo la expresion del receptor SIPR1 (favoreciendo su
internalizacion) lo que dificulta la salida del ganglio de linfocitos T activados ya que S1PR1
percibe el gradiente de S1P que permite al linfocito T slir por linfaticos eferentes. Con ello se
inhibe la inflamacion. Se meplea en enfermedades autoinmunes como Esclerosis Multiple.

Otro ejemplo del uso de anticuerpos para evitar la sinapsis efectora de linfocitos T es impedir
su extravasacion. En este ejemplo, los linfocitos T efectores autorreactivos NO se pueden
extravasar en SNC si al paciente se le administra anticuerpos anti-VLA-4, una integrina
necesaria para la extravasacion en cujiertas mucosas, y especialmente es SNC. Por ello es un
anticuerpo ampliamente utilizado en Esclerosis Multiple (https://en.wikipedia.org
/wiki/Natalizumab)
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e La proteina CTLA-4 tiene una gran afinidad por CD80 y CD86. Aunque CTLA4 es una

ol B T = . wiitidis proteina de membrana, se ha logrado generar moléculas solubles de CTLA4 al unirlo a
oy £ & o Fo # e dominios constantes de inmunoglobulina. Se utiliza terapéuticamente para evitar la
; Py 4V fos activacion de linfocitos T virgenes sobre células dendriticas dado que CTLA-4
ke . z funciona como un antagonista, que se une a CD80 y CD86 de dendriticas e impidiendo
ACTIENRC D » | que la moléculla CD28 de Tv pueda unirse a CD80/CD86 (bloqueado estéricamente

por CTLA4-Ig), imprescindible para la activacion de linfocitos T virgenes. Es analogo
a un anti-CD28 antagonista.

No confundir con los anticuerpos anti-CTLA-4 antagonistas, que lo que hacen es

- impedir que CTLA-4 transmita sefiales inhibidoras al unirse a CD80/CD86, que es lo
que normalmente hace y que juega tal vez un papel en que no haya respuestas
"excesivas". Estos anticuerpos anti-CTLA-4 antagonistas FAVORECEN la activacion
de linfocitos T efectores, dado que bloquean su inhibicioén y son los farmacos que se
— utilizan en la inmunoterapia oncolégica (bloquean puntos de control (check point).

Aqui se apreceia los diferentes pasos que pueden inhibirse con farmacos antiinflamatorios y que impiden la activacion y proliferacion de linfocitos T.

Aqui se aprecia como hay fadrmacos o anticuerpos terapéuticos que actuan en diferentes momentos; en la activacion y diferenciacion de linfocitos B ty T, o en su maduracion o inhibiendo su
funcion efectora.

CONSECUENCIAS DE LA INMUNOSUPRESION.

o Infecciones por microorganismos. Hongos si inmunosupresion T (microorganismos oportunistas) o neutropenia
o Reactivacion de infecciones latentes

(AEUGUETE] VACUNACION DE PACIENTES CON CANCER QUE RECIBEN QUIMIQTERAPIA, PACIENTES CON ENFERMEDAD
DE HODGKIN Y RECEPTORES DE TRASPLANTE DE CELULAS PRIMORDIALES HEMOPOYETICAS

Uso en pacientes indicados

Trasplante de células
Vacuna Quimioterapia intensiva Enfermedad de Hodgkin primordiales hemopoyéticas
Difteria-tétanos® Serie primaria ¥ refuerzos necesarios Sin recomendacién especial 12, 14 y 24 meses después del trasplante
Poliomielitis® Serie primaria completa y refuerzos Sin recomendacidn especial 12, 14 y 24 meses después del trasplante
Haemophilus influenzaetipo b Serie primaria y refuerzo para nifios Inmunizacién antes de tratamiento y 12, 14y 24 meses después del trasplante
conjugada refuerzo tres meses después
Hepatitis A Sin recomendacién como rutina Sin recomendacién come rutina Sin recomendacion como rutina
Hepatitis B Serie completa Sin recomendacion especial 12, 14 y 24 meses después del trasplante
Neumeocdcica polisacirida Cada cinco afios | i6n antes de I ¥ 12 y 24 meses después del trasplante
23-valente refuerzo tres meses despuds
Meningocdcica conjugada Debe aplicarse a pacientes con Debe aplicarse a pacientes con Debe aplicarse a pacientes con
4-valented esplenectomia y los que viven en dreas esplenectomia ¥ los que viven en dreas esplenectomia y los que viven en dreas
endémicas, incluidos estudiantes en endémicas, incluidos estudiantes en endémicas, incluidos estudiantes en
dormitorios universitarios dormitorios universitarios dormitorios universitarios
Influenza Inmunizacion estacional Inmunizacion estacional Inmunizacién estacional
Sarampidn-parotiditis- Contrindicada Contraindicada Después de 24 meses en pacientes sin
rubéola enfermedad injerto contra hospedador
Varicela-zoster Contraindicada® Contraindicada Contraindicada
“la binacion Td (té difteria) se ienda actual para adultos. Antes, ¢ Hoy en dia, la vacuna neumocdcica para 7 serotipos se recomienda solo para nifios. Se
las vacunas para tos ferina no se recomendaban par personas =6 afios de edad. Sin - espera que Ias vacunas futurss incluyan mis serotipos ¥ se recomendardn para adultos,
embargo, los datos recientes indican que el producto Tdap (tétanos-difteria-tos ferina “Por ahora esti autorizada para personas de 11 a 55 afos de edad.
acelular) es seguro y eficaz en los adultos. ¢Comuniguese con el fabricante para obtener mids informacion sobre el uso en nifos con

PLavacuna de virus vivo 2std cor ndicada: debe usarse vacuna desactivada. leucemia linfocitica aguda.

Indicacion y contraindicacion de vacunas en pacientes sometidos a inmunosupresion o con la inmunosupresioén poco definida presente en algunos pacientes oncolégicos y que conduce a la
aparicion de enfermedades infecciosas que participan en la letalidad de estos procesos en fase terminal..

LAS INTERLEUCINAS EN LA ENFERMEDAD AUTOINMUNE

Tanto la sobre-expresion de interleucinas pro-inflamatorias (por ejemplo TNF-alfa)
como la deficiencia en interleucinas anti-inflamatorias (TGF-beta) se asocian al
desarrollo de cuadros autoinmunes.

La mayor parte de las enfermedades autoinmunes que aparecen en esta figura (primera columna) responden al tratamiento con anti-TNF (segunda columna, celda en verde), aunque difiere en
la respuesta a anticuerpos frente a otras interleucinas indicando una participacion diferente en cada cada cuadro clinico de estas interleucinas. En la figura se intenta realizar un esquema en
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donde se indica la interleucina mas relevante en cada grupo de enfermedades autoinmunes. Tiene importancia porque actualmente hay diferentes sistemas por los que se puede impedir la

interaccion entre las interleucinas prinflamatorias y su receptor especifico, y seria mejor

inhibir la interaccion de la interleucina pro-inflamatoria mas relevante

En ocasiones el uso de anticuerpos bloqueantes potencian la gravedad del cuadro clinico (celda en rojo (anti-TNF agrava Esclerosis multiple y anti-IL-17 agrava la Enf de Crohn). Todavia no

se ha encontrado una explicacion a este hallazgo clinico que yo sepa.

£\T

En esta grafica se muestra como los receptores de Interleucinas estan en la membrana
citoplasmica de las células que responden a esas interleucinas. Existen varias estrategias
para evitar la union de la interleucina de interés a su receptor

1.- Anticuerpos bloqueantes que se unen a la interleucina e inhiben su union al receptor
(terminan en "ab"), si humanizados terminan en "uab"

2. Anticuerpos antagonistas que se unen al receptor de interleucinas, no transmiten
seflales e impiden que se una a la interleucina (terminan en ab) No existen estos
receptores en el caso de TNF pero si en el caso de IL-6

3. Solubilizacion del receptor de interleucina, que puede unirse a las interleucinas y asi
impedir que se unan a los receptores de la membrana citoplasmica. Su nombre termina
en "ept".

Farmacos antinflamatorios

Pacientes | Coste medio por paciente (€) Gasto (€)
Adalimumab® 1.368 7.667,19 10.488.720,63
Etanercept® 944 5.966,34 5.632.226,09
Infliximab® 667 6.746,59 4.499.972,76
Total 2.979 20.620.919,48

“anti-TNF; “inhibidor del TNFct

Se aprecia el coste medio de estos tratamientos, que suponen el 5% del gasto en farmacia
hospitalaria de la Region de Murcia

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359610114000781

En esta figura se muestra la estructura de las molécuas que se usan en clinica que impiden la
interaccion entre TNF y su receptor. Infliximab es un anticuerpos NO humanizado, aunque por
ingenieria genética los dominiso constantes de cadena pesada y ligera son humanos, pero no los
dominios V1 y HL que son de raton. En los anticuerpos humanizados (terminan un "uab"
(Adalimumab)) los dominios VH y VL son humanos. También se muestra como Etanercept es el
eceptr de TNF unido a los dominos CH2 y CH3 de IgG humana para que sea soluble y se pueda uir
a TNF soluble. Por tltimo hay dos moléculas en donde se une a PEG (pegilados), lo que aumenta la
vida media. En una caso se une PGE al receptor de TNF y en la otra a una de las cadena Fab
(V:CH1) formando una estructura F(ab"),-PEG

Se sustituye las regiones constantes de raton por humanas para que no se formen anticuerpos contra
las reguones constantes de raton y se formen inmunocomplejos que sean fagocitados.

-Anti-TNF-alfa

2.1a citocina proinflamatoria TNF-
alfa es liberada por los macréfagos
activados en respuesta a Bac-1.
TNF-alfa es esencial en el desarrollo

1.Bac-linfecta | @@
macrofagos  , 4w /E
Calnl y mantenimiento del granuloma

% .

3. Los agentes anti-TNF-alfa aumentan el

riesgo de reactivacion de la infeccién latente

al unirse a TNF-alfa tanto en forma soluble

como en forma transmembrana

Lo anticuerpos anti-TNF favorecen la re-activacion de tuberculosis latente dado que TNF juega un
papel muy importante en el mantenimiento de granulomas. Se debe hacer una prueba de tuberculina
cutanea antes de instaurar tratamiento. Si es positiva no administrar anti-TNF o afiadir antibiticos
anti-tuberculosos

https:/www.cell.com/immunity/fulltext/S1074-7613(19)30143-8

La IL-6 es un elemento esencial en la respuesta inmune, pero su desregulacion y
produccion excesiva induce patologias.

Como ya se ha omentado hay anticuerpos tanto anti-IL-6 como antagonistas que se unen
al receptor de IL-6. Entre estos anticuerpos destaca Tocilizumab, anti-IL-6R que se
empleado en el tratamiento de la tormenta de citocinas que ocurre en COVID-19 y en la
secundaria a la administracion de células Car-T antitumorales (ver mas bajo)

En el caso de IL-1 ademas de anticuerpos anti-IL1 (Canakinumab) o del receptor de IL-1 unido a
regiones constantes de IgG (Rinolacept) hay un compuesto que se une al receptor de IL-1
(Anakinra) que es la proteina recombinanate de un receptor presente en células humanas (IL-1Ra)
que se une al receptor de IL1 pero esta interaccion no transmite sefiales pero si impide que IL-1 se
una al receptor de IL-1 ahora ocupado

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3219035/

https://www.cell.com/immunity/fulltext/S1074-7613(19)30138-4

IL-17 (y también IL-23) esta implicado en el reclutamiento de neutrofilos que ocurre en
psoriasis. Se nuevo hay anticuerpos que se unen a IL-17 o anticuerpos antagonistas que
se unen al Receptor de IL-7

ANTICUERPOS ANTI-ILs QUE FAVORECEN LA RESPUESTA INMUNE. Tal y como veremos
hay tumores que no se infiltran por linfocitos T y que se denominan tumores frios. Se ha
demostrado que la inhibicion de las sefales transmitidas por TFG-beta permiten la infiltracion por
linfocitos T.

Se han descrito tres formas de inhibir esa sefializacion del receptor de TFG-beta

1.- Anticuerpos monoclonales anti-TGF-beta

2.- Inhibicion de la actividad quinasa del receptos de TGF-beta

3. Ruptura del RNAm de TGF-beta

=5

Aqui se refleja como hay otros anticuerpos monoclonales que se intentan introducir en la
hipersensibilidad tipo-I, anti-TSLP y anti-IgE, que reconoce el dominio C-epsilon-3 de la IgE e
impide su union al receptor de IgE (Fc-epsilonR).
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De nuevo los anticuerpos monoclonales contra interleucinas (anti-IL-5) o anti-IL-4Ralfa
(cadena que frma parte del receptor de IL-4 e IL-13) se estan intentando introducir en la
clinica de hioersensibiidad. El precio de estos Mediciamentos Biologicos, es elprincipal
problema

Otra estrategia es intentar inhibir la formacién de sinapsis inductora y efectora. La estrategia
utilizada es emplear anticuerpos monoclonales bloqueantes que se unan a moléculas de adhesion
inplicadas en estas sinapsis. En esta figura se muestran algunos de ellos

1. Anticuerpos anti-LFA-1 (efalizumab). Impide la interaccion entre LFA-1 y su ligando
ICAM-1 (CD54) tanto en la sinapsis inductora y efectora como en la extravasacion ya que
LFA-1 juega un papel en este proceso como vimos en la inmunodeficiencia primaria donde
hay una deficiencia en el proceso de adhesion y extravasacion (LAD, leukocyte adhesion

. - deficiency).

f 2. Una molécula soluble en donde la molécula de adhesion LFA-2 se une a los dominios
constantes de inmunoglobuina. Esta molécula (Alefacept) se une al ligando de LFA-3, que se
denomina CD2, y dificulta la frmacion de la sinapsis efectora. Por otra parte las células
CD2+ podrian ser matadas por ADCC ya que Alecept tiene los segmentos constantes de IgG
humana. Como son células T las que expresan CD2, induciria una disminucion de la
concentracion de linfocitos T y una cierta inmunosupresion, que es lo que se busca con estos
farmacos.

ANTICUERPOS DEPLECCIONANTES. Por ultimo hay anticuerpos que inducen
inmunosupresion pero que no son bloqueantes. El ejemplo mas importante es anti-CD20 utilizado
en alguna enfermedad autoinmune y en tumores de linfocitos B.

El modo por el que estos anticuerpos depleccionan las poblaciones a las que se unen no son faciles.
En la grafica se sefiala como la activacion del complemento en la membrana de la célula a la que se
une puede jugar un papel, o la fagocitosis por parte de macréfagos, que pueden fagocitar células,
pero también influye lo que en la figura denomina signaling induction, ya que tanto CD3 como
CD20 transmiten seflales que pueden colaborar en la depleccion de estas células al activarse sefiales
de suicidio

Diferentes posibles dianas terapéuticas en el uso de anticuerpos terapéuticos en enfermedades autoinmunes en donde hay inflamacion

Antlcuerpos frente a . . . Anticuerpos depleccionantes de linfocitos T o B [Interleucinas afladidas que modulan
Interleucinas o receptores de  |Anticuerpos frente a integrinas L - .
. . o que inhiben su funcién respuesta inmune
interleucinas
i?l?etg:lfgﬁ(iﬁaz ) ) ) Anti-VLA-4 (integrina formada por alfa4 . ) ) . ) )
utilizados que Antl—TNF—alfa, Anti-IL1, Anti- |y bgta 1) o . Anti-CD3 (linfocitos T) o anti-CD20 (linfocitos
inducen 1L6, anti-IL17, Alntl—LlFA—l que inhibe formacion de B y plasmoblastos)
. L sinapsis
inmunosupresion
anti-TGF-beta Anticuerpos que bloquean sefiales de
receptores inhibidores (check-point
Que activan la blockers) como anti-CTLA-4, anti-PD-1
respuesta inmune y anti-PD-1L
Anticuerpos agonistas que reconocen
receptores co-activadores
De Mecanismo por Interferon-I en Esclerosis multiple
dilucidar

TRATAMIENTOS INMUNOSUPRESORES O INMUNOESTIMULADORES

En esta figura se muestra una serie de anticuerpos agonistas que reconocen co-receptores activadores en linfocitos T y que parecen actuar en la sinapsis inductora favoreciendo la
activacion de linfocitos T efectores.
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Tratamientos encaminados a mejorar la
generacion o funcion de linfocitos T
antitumorales

Tal y como se ve en esta diapositiva casi tdos los pasos de gneracion de linfocitos T anti-tumorales se puede intentar mejorar la respiiesta. En el punto 3 se analiza la sinapsis
iductora, y se plantea como esa sinapsis se puede favorecer con anticuerpos agonistas frente a co-receptres activadoras, taales como CD137, 0X-40 o CD27

Receptores Co-inhibidores de expresados por T reguladoras y T recien activados. Efectos de la adicion de anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 (bloquenates de puntos de
control)

CTLA-4 en
vesiculas

CTLA-4 PARECE JUGAR UN PAPEL MAS IMPORTANTE
EN SINAPSIS INDUCTORA QUE EFECTORA

Los receptores co-inhibidores son esenciales para la regulacion de la respuesta inmune y evitar una respuesta excesiva cuando no se elimina el microorganimso. Ademas juega un
papel fundamental en la tolerancia y en evitar autoinmunidad

1. El receptor coinhibidor CTLA-4 esta en la membrana de linfocitos T reguladores y en vesiculas en linfocitos T virgenes. Ello permite que los linfocitos T virgenes puedan
reconocer CD80 y CD86 con el co-receptor CD28 y activarse (no reflejado ni en el panel a ni el b)

2. La activacion del linfocito T virgen induce el transporte a membrana del receptor co-inhibidor CTLA-4, cuyos ligandos son CD80 y CD86 y tiene por ellos una mayor
afinidad que CD28 (panel b)

3. La interaccion ente CTLA-4 y CD80 o CD86 transmite sefiales negativas al linfocito T activado recientemente. Esa sefial puede hacer que el linfocito T se separe de la célula
dendritica que ya estaria capacitada para activar T CD8+. También podria tal vez impedir que se activen linfocitos T autorreactivos con una afinidad por autoantignos muy
proximas al umbral y que podria activarse al tener mas moléculas de adhesion y expresar receptores co-activadores. Ello podria explicar la autoinmunidad despertada en el
tratamiento con anti-CTLA-4 en algunos pacientes (panel c)

4. Los linfocitos T reguladores son capaces de adquirir las moléculas CD80 y CD86 de la célula presentadora de antigeno, lo que dificultaria la activacion de T virgenes al tener
una baja cantidad de moléculas CD80 y CD86. A este proceso se le llama transendocitosis (panel c)

5. El tratamiento con anticuerpos anti-CTLA-4 BLOQUEANTES logra:

1. Permitir que CD28 de células T recientemente activadas interaccione con CD80 y CD86 y capacite a dendriticas para activar linfocitos T CD8+ en condiciones en las
que esta interaccion parece estar atenuada

2. Evita que se extraigan moléculas CD80 y CD86 por parte de T reguladoras

3. Si la region Fc de CTLA-4 que se ha unido a células reguladoras se una a macrofagos, esos macrofagos pueden matar las células T reguladoras facilitando la activacion
de T virgenes en sinapsis inductora

Anti-CTLA-4 puede actuar a diferentes niveles,
sinapsis inductora, funcién T reguladores, .....

1. En esta Figura se vuelve a realzar el papel que tiene CTLA-4 en la regulacion de la activacion de linfocito T recientemente activados que expresan CTLA-4 en membrana.
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2. En infecciones cronicas o tumores esa sefial de inhibicion impide la activaciéon de linfocitos T CD8+ que requiere la capcitacion de dendriticas.

3. El tratamiento con anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 permite que los linfocitos T recien activados siga haciendo sinapsis con dendriticas, capacitandolas y permitiendo la
generacion de linfocitos T CD8+ efectores. En la figura son T anti-tumorales

4. Tal y como se ha sefialado el tratamiento cn anticuerpos anti-CTLA-4 favorece el desarrollo de enfermedades autoinmunes que afectan especialmente a piel, hipofisis y
sistema digestivo. Se supone que la imposibilidad de que CTLA-4 regule la respuesta de linfocitos T recien activados permite la diferenciacion de linfocitos T autorreactivos
que no se han eliminado en timo por tener una afinidad por autoantigenos muy cercana al umbral de la seleccion negativa.

Los receptores inhibidores se expresan en T efectores, pero
desaparecen en T memoria.

Por ello su presencia no identifica linfocitos T exhaustos, pueden
ser T efectores. De hecho en COVID-19 los linfocitos T efectores
expresan receptores co-inhibidores como PD-1 y son funcionales.

En otras ocasiones los microorganismos no se eliminan, generandose infecciones cronicas. En estos casos no se llegan a generar linfocitos T memoria, dado que el antigeno persiste.
Los linfocitos T CD8+ se convierten en células T "exhaustas", que no son capaces de hacer adecuadas sinapsis efectoras. Expresan en membrana una serie de receptores
Inhibidores, distintos de los de células NK, que NO reconocen MHC-I, sino ligandos presentes en células infectadas o células cancerosas. Se especula que este mecanismo intenta
impedir una inflamacion excesiva y no util en la eliminacion del microorganismo.

Estos receptores inhibidores (IR) presentes en linfocitos T NO se expresan tnicamente en linfocitos T exhaustos, sino en linfocitos Tm (en muy baja cantidad) o linfocitos T
efectores o en proliferacion. Aparentemente los linfocitos T se parecen mas de lo que creiamos a células NK en relacion a la existencia de sefilales positivas y negativas que
modulan la respuesta. Como ya os he dicho es un campo de intensa investigacion.

ANTI-PD-1 O ANTI-PD-1L JUEGAN UN PAPEL
EN SINAPSIS EFECTORA

que ha internalizado cuerpos apoptéticos

En esta figura se aprecia como la interaccion de estas células T efectoras PD-1+ al hacer sinapsis efectora induce la expresion del ligando PD-L1 (por la unién de IFN-gamma a su
receptor en células tumorales o mieloides) tanto en el tumor como en células mieloides que infiltran el tumor. La unién de PD-1 a su ligando PD-L1 induce la inhibicion de los
linfocitos T efectores y su conversion en T exhaustos que no matan ell tumor no secretan ILs inflamatorias tanto cuando contactan con la célula tumoral como con la célula mieloide
que infiltra el tumor

Anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-1L que desiertan una funciéon anti-tumoral al generar linfocitos T citotoxicos en el
entorno tumoral.

En esta figura se aprecia como las células T efectoras se inhiben en el entorno tumoral ya que las  [Se ve mas grande el bloqueo de la interaccién entre PD-1 y PD-1L con
células T antitumorales expresan PD-1 y las células mieloides infiltrantes y las células tumorales  |anticurpos anti-PD-1 o anti-PD-1L

PD-1L. Esa interaccion induce sefiales negativas en el linfocito T que no puede cumplir su funcién

efectora.

La adicion de anticuerpos anti-PD-1 o anti-PD-1L antagonistas permiten la reactivacion de estos

linfocitos T exhaustos, si bien hay otras alternativas. A este proceso por el que una T exhausta se

convierte en efectora se la denominé revigorizacién.

Sinapsis T CD8+ antitumoral con célula tumoral

Sinapsis T CD4+ antitumoral con macréfagos que ha
presentacion indirecta

Sinapsis efectora

En esta grafica se muestra como los anticuerpos anti-CTLA-4 actuan en la sinapsis inductora y los anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-1L en la sinapsis efectora
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Es un motivo de intensa investigacion cules son los mecanismos por los que los anticuerpos anti-CTLA-4, anti-PD-1 y anti-PD-1L son capaces de generar una respuesta antitumoral
ya que se duda de que los anticuerpos sean cappaces de revigorizar a T exhaustos. En el model se proponen otras funciones como eliminacion de T reguladoras, permisividad de
interacciones entre T CD4+ y macréfagos que han captad cuerpos apoptéticos del tumor y en donde la presencia de CTLA-4 o PD-1 en linfocitos T inflitrante y CD80/CD86 o
PD-1L en macrofagos inhibian esa sinapsis que se ve favorecida por anti-CTLA-4, anti-PD-1 o anti-PD-1L.

Otros investigadores proponen que el tratamiento con anti-PD-1 o anti-PD-1L es capaz de actuar
sobre unas células precursaras de T exhaustas (Tex-stem) capaces de generar células efectoras que
eliminan las céllas tumorales en presencia de estos anticuerpos bloqueantes.

No todos los tumores son capaces de responder al tratamiento cn anticurpos bloqueantes de los puntos de control. Hay yba intensa investigacion en cuales son las razones por las
que algunos tumores responden y otros no. Aunque parece relacionarse con tumores con muchos neoantigenos, es un tema que dista mucho de estas aclarado.

Aqui se observa como la supervivencia de pacientes tratados con anti-PD-1 es superior a las de pacientes tratados con tratamientos convencionales.
Hasta el momento los anticuerpos anti-PD-1, anti-PD-1L y anti-PD-1 son farmacos de segunda o tercera linea que se utilizan en pacientes sin otra alternativa terapéutica (uso

compasivo), aunque esto esta cambiando.
Normalmente son efectivos en el 20% de los pacientes con tumores susceptibles de responder a estos tratamientos.

Ejemplo de anticuerpos agonistas anti-CD137

https://clincancerres.aacrjournals.org/content/21/14/3113
Se propone que los anticuerpos agonistas anti-CD137 favorecen la generacién de linfocitos T anti-
tumorales e incluso de células NK al aumentar su estado de activacion o su diferenciacion

El uso de anticuerpos anti-PD-1 no sélo tiene aplicacion en tratamiento de
tumores, sino en otras situaciones en donde se quiere potenciar una respuesta
inmune que no es eficaz y en la que hay linfocitos T exhaustos como puede ser
INFECCIONES VIRALES CRONICAS.

Sin embargo los resultados no han sido tan esperanzadores comoen el caso del
tratamiento de algunos tumores
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Estrategias para generar y optimizar

respuesta T anti-tumoral
INHIBORES DE CHECK-POINT X

Sinapsis inductora

Sinapsis .
efectora L2l (Tema 17)

En esta grafica se muestran diferentes estrategias terapéuticas para el tratamiento de tumores. Nos vamos a centrar en aquellas que se centran en el reconocimiento de proteinas NO
MUTADAS que se presentan INTEGRAS en la membrana de las células tumorales y no tumorales. Al ser proteinas NO PROCESADAS vy presentes en la MEMBRANA de la
célula tumoral, NO son neoantigenos, sino proteinas contra las que se pueden generar anticuerpos. Por ultimo veremos como se puede lograr crear un receptor quimérico (CAR) con
las regiones VH y VL del anticuerpo formen parte de una tinica proteina (scFv) que ademas tiene una region transmembranosa y una region intracelular capaz de sefializar
enlinfocitos T. Este gen creado por ingenieria genética (CAR) se puede trasfectar a en linfocitos T, a los que se denomina CAR-T, y se inyectan en el paciente
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Tema 17

efector

efector

Algunos canceres de mama expresan en su membrana la moléculas HER-2. Se dispone de una La ingenieria molecular permite manipular los genes de inmunoglobulinas y
anticuerpo anti-HER-2 (trastuzumab) que, cuando se administra a una paciente, se une a HER-2 y |crear anticuerpos bi-especificos, en donde uno de los brazos del anticuerpo
facilita su destruccion por diferentes mecanismos, entre los que parece incluirse la citotoxicidad  |tiene unas regiones VH y VL anti-Ag presente en tumores y el otro brazo tienen
mediada por anticuerpos unos VH y VL que les permite unirse a CD3. Estos anticuerpos ponen en
contacto linfocitos T de cualquier especificidad (CD3 es igual en todos los
linfocitos T) con la célula tumoral, y la mata si el linfocito T es citotoxico.

Incluso se pueden hacer anticuerpos triespecificos, en donde se ponen en contacto linfocitos T con |Otra estrategia para aumentar la capcidad de destruir el tumor por parte del

cefilulas tumorales (en este caso el tumor es un mieloma, son plasmaticas que expresan en su anticuerpo es afiadirle un farmaco citotoxico. Es lo que ocurre con el famaco

membrana CD38) biologico Transtuzumab emtansina, en donde emtansina tiene un efecto sobre
los microttibulas que favorece la destruccion de la célula que ha internalizado el
anticuerpo

Farmacos antitumorales

Pacientes | Coste medio por paciente (€) Gasto (€)

Trastuzumab?® 351 11.658,75 4.092.220,26
Trastuzumab
S 30 33.402,23 1.002.066,88
Pertuzumab® 134 18.316,57 2.454.420,65
Bevacizumab® 331 10.362,96 3.430.138,90
Cetuximab® 164 8.026,86 1.316.405,83
Panitumumab® 65 11.286,19 733.602,21
Rituximab’ 526 7.120.02 4.050.207,98

Total 1.601 17.079.062,71

*anti-HER2; *inhibidor microtubular; *anti-VEGF; "anti-EGFR; "anti-CD20

En esta Tabla se muestran los farmacos antitumorales mas utilizados en la regién de Murcia, el nimero de pacientees tratados y su coste. El presupuesto ejecutado de la Region de
Murcia en farmacia hospitalaria es de unos 400 millones de euros al afio

MEDICAMENTOS DE TERAPIAS AVANZADAS. Los medicamentos de terapia avanzada son medicamentos de uso humano basados en genes (terapia génica), células (terapia
celular) o tejidos (ingenieria tisular) e incluyen productos de origen autoélogo, alogénico o xenogénico. Constituyen nuevas estrategias terapéuticas y su desarrollo contribuira a
ofrecer oportunidades para algunas enfermedades que hasta el momento carecen de tratamientos eficaces. https://www.aemps.gob.es/medicamentos-de-uso-humano/terapias-
avanzadas/preg-resp_ta/#pregl

Otra estrategia aplicada a enfermedades infecciosas es la denominada "Transferencia de células T especificas". Como los linfocitos T reconocen complejos pMHC la trasferencia de
linfocitos T sélo se puede dar entre pacientes que compartan alelos HLA (alogénico) o que sean linfocitos T del propio individuo (autélogos). Los linfocitos T se cultivan in vitro
con antigenos del microorganismo (por ejemplo EBV) y se expanden in vitro. Posteriormente estos linfocitos T se inyectan en el paciente. En este caso el propoésito de este
tratamiento es evitar la aparicion de tiumores de linfocitos B en trasplantes de médula 6sea por la presencia de infecciones cronicas por el virus EBV (Virus de Ebstein-Barr).
También se esta intentando hacer esta transferencia de linfocitos T en tumores. Para ello se generan linfocitos T anti-tumorales in vitro (por ejemplo incubando células
dendriticas con cuerpos apoptoticos de células tumorales extriadas enuna biopsia), crecerlas in vitro y re-inyectarlas en el paciente. Por ahora este tratamiento es anecddtico y en
pacientes sin ninguna otra alternativa terapéutica

Receptores CAR
Células CAR-T

Construccién por

Biologia Molecular .
Rece%tor CAR Transfeccién a linfocitos T

de receptor CAR

Otra estrategia terapéutica que se esta intentando lograr es introducir en los linfocitos T del
paciente prortador del tumor genes que le permitan reconocer antigenos presentes en las células
tumorales. Hay dos estrategias

1. Transfectar las cadenas alfa y beta del receptor de un linfocito T-anti-tumoral a otros Aqui se representa de una manera visual como la molécula CAR proviene de un
linfocitos T, y asi tener mas linfocitos T anti-tumorales. Reconocerian complejos pMHC-1 anticuerpo, que por ejemplo reconozca la molécula CD20 o CD38 o HER-2,
en las células tumorales. No es facil de hacer porque hay cientos de neoantigenos en presente en células tumorales. Esta molécula CAR se debe transfectar en
tumores linfocitos T. Al expresarla en membrana se activa el linfocitos T CAR-T (se le
2. Transfectar unas moléculas denominadas CAR a linfocitos T. CAR es un receptor llama asi porque es un linfocito T que expresa la molécula CAR) tras la unién
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quimérico que en su region extracelular tiene los dominios VH y VL de un ANTICUERPO
y el resto de la molécula CAR (transmembranosa e intracelular) esta disefiada para poder
transmitir sefiales a los linfocitos T. Los dominios VL y VH se unen a traves de una péptido
formando una estructura denominada scFv que se une al antigeno al que se unia el
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del CAR a su liganto presente en tumores. Por ello la region intracelular del
receptor CAR tienen dominios presentes en moléculas que activan linfocitos T.

anticuerpo del que se han clonado sus regiones VH'y VL

Uso terapéutico de células CAR-T

Una complicacioén es el desarrollo de una respuesta
hiperinflamatoria (tormenta de citoquinas) que se previeng
con la administracion de anticuerpos anti-IL-6, aunque
IL-6 no esta producida por linfocitos CAR-T

Puede que se produzca IL-6 en respuesta a los DAMPs
liberados por células tumorales destruidas que inducen
la produccién de IL-6 por otras células (macréfagos, etc)

Este es el esquema de tratamientocon CAR-T. Se extraen linfocitos T del paciente, se les introduce (por infeccion viral) el receptor CAR, se crecen in vitro hasta tener millones de
células CAR-T que son epecificas frente auna proreina de membrana expresada por la célula tumoral, se le admnistra al paciente y si todo va bien se puede eliminar el tumor

[SACTITIRTETY

@4— Siltuximab

Pathways leading to cytokine release syndrome
Coronavirus infection results in monocyte, macrophage, and dendritic cell activation. IL-6 release then

( A

instigates an amplification cascade that results in cis signaling with T,17 differentiation, among other
lymphocytic changes, and trans signaling in many cell types, such as endothelial cells. The resulting increased
systemic cytokine production contributes to the pathophysiology of severe COVID-19, including hypotension

Cis signaling Trans signaling and acute respiratory distress syndrome (ARDS), which might be treated with IL-6 antagonists such as
R ‘?j tocilizumab, sarilumab, and siltuximab.
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TNF-w. tumer necrosis factor—e: TLR, Toll-like receptor; TPO. thrombopoietin: T T regulatory cell VEGF. vascular endothelial growth factor.

https://science.sciencemag.org/content/early/2020/04/16/science.abb8925
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