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Nota de los editores

Sumario

Saludos a toda la comunidad SEI. El equipo editorial
esta muy agradecido por la participacion de los socios
en estos tiempos tan dificiles que nos esta ocasionando
la pandemia COVID-19. Vuestras contribuciones son
siempre muy valiosas y apreciadas, mas ahora donde
la actividad de muchos sectores de la inmunologia
estd desbordada por la sobrecarga de trabajo o con
problemas para seguir investigando por las medidas
excepcionales que la COVID-19 estan obligando a tomar.
Hemos podido llenar de contenidos el ultimo ejemplar
del afno 2020 y que como siempre esperamos sea de
vuestro interés.

Esta situacion se refleja también en los contenidos
de la revista donde el SARS-CoV-2 sigue siendo el prota-
gonista en todas las secciones, pues el interés y los
esfuerzos de los inmunoélogos contra la infecciéon son
patentes en estos momentos. Buen ejemplo de ello es
que actualmente ya disponemos de vacunas efectivas
y seguras para la pandemia. Como podréis ver en el
inmunensayo de la Secciéon Panorama, vacunas que
han roto con todos los estandares actuales tanto en su
tiempo de elaboracién y capacidad de produccién como
en su modo de actuacién. Las primeras que han llegado
al mercado en diciembre de 2020 usan exclusivamente
ARNm y con ellas una revolucion vacunal absoluta, pues
hemos dejado de administrar el inmundgeno y ahora lo
que hacemos es obligar a nuestras células a sintetizarlo
por si mismas. Una forma de vacunar que en los cursos
de vacunas se trataba al final y de refilén, como algo muy
de futuro y casi de ciencia ficcion, se ha convertido en
una realidad. Afortunadamente, la ciencia nunca dejara
de sorprendernos.

En la Seccién Clinica, comenzamos la ronda de
Talleres de la SEI 2020 con el Taller de Autoinmunidad
organizado desde los Servicios de Inmunologia del
Hospital Clinic de Barcelona y el Hospital Son Espases
de Palma de Mallorca. El tema del taller ha sido Hepa-
topatias Autoinmunes, y aparte del andlisis de los
distintos autoanticuerpos implicados en esta patologia
(resultados, métodos de deteccion, etc.), se ha incluido
el analisis de los algoritmos de trabajo utilizados por
cada laboratorio de Autoinmunidad para el diagnéstico
inmunolégico de este grupo de patologias. En casos
clinicos, se presenta un paciente con Pénfigo paraneo-
plasico secundario a sindrome de Sézary, (qQue no ha
sido descrito previamente en la literatura); el diagnéstico
de pénfigo paraneoplasico se confirmé con la deteccion
de anticuerpos anti-plaquinas, por IFl sobre epitelio de
vejiga de rata; su prondstico es muy malo, por lo que
es importante establecer precozmente el diagnéstico
para iniciar el tratamiento adecuado. Siguiendo con
nuestro “particular catdlogo de Monoclonales”, en este

nuimero se presta una especial atencién a los inhibi-
dores de la familia de la IL-1. En primer lugar se analiza
el CANAKINUMAB, anticuerpo monoclonal anti IL1-f3
y en segundo lugar el ANAKINRA, producto biolégico
recombinante, equivalente ala proteina natural IL-1Ra.
Ambos tienen unas indicaciones terapéuticas similares
en procesos donde la IL-1 es parte fundamental de su
fisiopatologia: en sindromes periodicos febriles (CAPS,
FMF, TRAPS, HIDS y MKD), enfermedad de Still del adulto,
artritis idiopatica juvenil sistémica y artritis gotosa y
también esta en estudio para frenar la sintomatologia
grave asociada a la tormenta de citocinas de la COVID-
19. Para finalizar la parte clinica, cuando esta empe-
zando la campana de vacunacion frente al SARS-Cov-2,
Martin Alonso en su habitual apartado de Calidad nos
hace una reflexion en La quimera del COVID, acerca del
circo mediatico que ha girado en torno al desarrollo de
la vacuna, a la vez que dibuja el cuadro esperanzador
que supone su administracion.

En la Secciéon de Educacion se presenta el uso
del cine como recurso educativo, y nada menos que
apoyandonos en otra pandemia reciente como fue el
SIDA al final de los afos 80 e inicio de los 90. Corell nos
presenta como utilizar la pelicula “En el filo de la duda”
para preparar una clase muy diferente en lo relacionado
con la epidemiologia, virologia, inmunologia y bioética.
Lo encontraréis muy interesante para un seminario de
inmunopatologia.

Este dltimo ejemplar del afio 2020 es también un
numero para decir adios. Esta es la ultima participacion
de Maria Luisa Vargas como editora de la seccién de
clinica, que lleva coordinando de forma magistral desde
el ano 2017, cuando la revista de la SEI cambi6 drastica-
mente de rumbo. Una seccidn de la revista que somos
conscientes de su vital relevancia para que siguiera
siendo de interés para una gran parte de los socios y
que Maria Luisa ha sabido llenar de contenidos nimero
a numero. Maria Luisa, con gran maestria y conoci-
miento ha sabido buscar la participacién del socio para
informar de los temas de mayor actualidad e interés en
la parte dedicada a la inmunologia clinica. Un esfuerzo
muy importante que sélo se puede conseguir con expe-
riencia, sacrificio, planificacion, insistencia y recono-
cimiento entre los pares de la profesién, atributos que
se juntan en su persona. Maria Luisa, la revista de la SEI
te estara infinitamente agradecida por participar en la
construccién de este nuevo formato de comunicacion y
por la abnegada dedicacién que le has prestado estos
anos. jMuchas gracias por todo Maria Luisa!

Maria LuisA VARGAS, RAFAEL SIRERA Y ALFREDO CORELL
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erramos el afio con la llegada de las campanas de

vacunacion ante SARS-Cov2, siendo las vacunas

de RNA las que primero han llegado al mercado

tras meses de intenso trabajo. Desde la Sociedad
Espafiola de Inmunologia queremos insistir en la necesidad
de que no se abandonen el resto de modelos vacunales,
especialmente los que se estan desarrollando en nuestro
pals. Lo ocurrido en esta pandemia nos deberia servir de
aprendizaje de la dependencia tecnolégica tan intensa
que tenemos del exterior, para que en la proxima amenaza
estemos preparados. Cabe sefialar, que el Laboratorio de
Coronavirus del Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC
liderado por Isabel Sola y Luis Enjuanes tenia en el 2003 una
vacuna inactivada con una efectividad del 100% en modelo
animal frente a SARS-Cov1 que no llegd nunca a ensayo
clinico. Probablemente si en 2020 hubiéramos dispuesto
de esa vacuna, la historia de la pandemia la hubiéramos
podido contar de una forma muy diferente.

Ahora también es el momento de evaluar de forma
correcta el tipo y la calidad de respuesta inmunitaria que
se consigue tanto al contraer la enfermedad como tras la
vacunacion, para poder ajustar calendarios vacunales y
tomar las medidas correctas de salud publica. Hasta este
momento tenemos numerosa investigacion basica y clinica
de calidad, tanto en respuesta humoral como celular,
pero necesitamos que se dé un paso mas y se consiga
una implementacion real que no dependa de conseguir
financiacién en convocatorias publicas y privadas. Con
este modelo lo que se consigue en una atomizacion de los
recursos, con publicaciéon de series de pequefio tamafio
muestral. Por ello desde la SElI queremos reivindicar

la necesidad de la creacién de un Centro Nacional de
Inmunologia que sirva para coordinar y planificar estos
estudios, tanto ante SARS-Cov2 como a otro tipo de
amenazas microbiolégicas.

Cambiando de tema, queremos agradecer a todos
nuestros soci@s la gran acogida que ha tenido la solicitud
de abstracts y casos clinicos para nuestro 42 Congreso
Nacional que tendra lugar de forma telematica del 24 al
26 de marzo. Aunque hayamos perdido la posibilidad de
reunirnos todos unos dias al no ser presencial, estamos
seguros de que la parte cientifica compensara con creces
este handicap.

Un recordatorio sobre la nueva web de la SEI. Necesitamos
que todos los socios entren en la intranet para actualizar
su perfil de socio, muchos lo han hecho ya, pero
necesitariamos que todos lo hiciésemos para ser mas
conscientes de la composicion actual de nuestra sociedad
y poder adecuarnos mejor a este perfil.

Y me despido enviando un abrazo grande a dos de
nuestros socios que nos estan ayudando a dar un paso
de gigante en conseguir visibilidad para nuestra sociedad,
Margarita del Val y Alberto Corell. Gracias a los dos por
vuestra magnifica labor de divulgacion.

Un abrazo para toda la Comunidad SEI.

CARMEN CAMARA

Junta Directiva SEI
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Coordinador de seccion:
RAFAEL SIRERA

Las vacunas de ARNmM una nueva
forma de generar inmunidad
contra SARS-CoV-2

RAFAEL SIRERA

Catedratico de Biologia Celular,
Universitat Politecnica de Valéncia

Introduccion

La vacunacion es el mejor método para la prevencidn y el control de enfermedades infecciosas. El
desarrollo de muchas vacunas ha salvado miles de vidas y ha ahorrado grandes cantidades de dinero
a los sistemas de salud y como estamos viendo en el caso de COVID-19, el impacto sobre la salud y la
economia global sera brutal. Los inmunélogos junto con los epidemidlogos somos los profesionales
que debemos conocer el mecanismo de accién que genere de forma segura inmunidad y analizar el
impacto de las vacunas en la sociedad.

Conseguir una vacuna eficaz y rapida ante una pandemia por un virus emergente requiere dos puntos
cruciales:

= En primer lugar, precisién y efectividad en el disefio de antigeno viral.

= Y en segundo lugar una plataforma de fabricacién que sea capaz de acortar el tiempo de
disponibilidad del producto en el mercado.

Las vacunas basadas en subunidades de proteinas y producidas en lineas celulares suelen tardar mas
de un afno en generarse. Por el contrario, la fabricacién de vacunas de acido nucleico (ADN y ARN
mensajero, ARNm) se pueden lograr en cuestién de semanas. Por eso, y poco menos de un afio desde
que se desatase la pandemia zoonética, seis paises, Reino Unido, Canada, Arabia Saudita, Bahréin, EE.
UU. y México ya han dado su aprobacién a la vacuna de Pfizer-BioNTech. Y se espera un curso similar
para la vacuna de Moderna en los préximos dias. Dos vacunas de ARNm.

La aprobacién de una vacuna de ARNm para el coronavirus significa, por un lado, la autorizacién de
la primera de su tipo contra enfermedades infecciosas. Y por otro lado una revolucién en el concepto
que teniamos hasta ahora de disefar y elaborar vacunas. Estas, hasta la fecha actuaban inyectando el
patdgeno o parte de él para que pudiera entrenar al sistema inmunitario para reconocerlo y responder
a las proteinas producidas por el mismo microorganismo. Pero, por el contrario, las vacunas de ARNm
usan al propio organismo para producir de forma segura algunas de las proteinas virales para inducir
esa respuesta inmunitaria contra el patégeno.

Si nos centramos en el agente causal de la COVID-19, la proteina S del SARS-CoV-2 es un polipéptido
transmembranario de tipo | con un ectodominio grande y un endodominio corto. Estructuralmente
esta proteina S esta compuesta por dos subunidades funcionales, S1 (bulb) para unién al receptor y
S2 (stalk) para la fusion de membranas. La interaccién especifica entre S1 y el receptor desencadena
un cambio conformacional en la subunidad S2, lo que lleva a la fusién entre la envoltura del virus y la
membrana de la célula y la posterior liberacién de la nucleocapside en el citoplasma. El SARS-CoV-2
utiliza al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) como su receptor de entrada.
Por ello esa proteina S o el dominio de unién al receptor es el principal objetivo de los anticuerpos
neutralizantes y puede ser el principal antigeno de desarrollo de las vacunas del SARS-CoV-2.
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Las nuevas vacunas de ADN y ARN

Aunque las vacunas de acidos nucleicos surgieron hace casi 30 aflos poco conociamos de ellas hasta
el surgimiento de la pandemia por beta-coronavirus y apuntan a ser uno de los grandes éxitos en
la vacunacién mundial. Los primeros abordajes se realizaron usando ADN desnudo en forma de
plasmidos o asociado a nanoparticulas de oro. Estas vacunas de ADN consisten en genes que codifican
antigenos insertados en un plasmido bacteriano bajo el control de un promotor eucariota. El plasmido
es internalizado por las células del hospedador, donde se transcribe en el ntcleo y es traducido en
el citoplasma por la maquinaria de la célula. Las proteinas resultantes se procesan en péptidos, que
finalmente se presentan en la superficie de las células presentadoras de antigeno (APC) en el contexto
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC).

Alternativamente, las vacunas de ARN involucran ARN mensajero (ARNm) sintetizado en el laboratorio
por transcripcion in vitro (IVT) utilizando polimerasas de bacteriéfago sobre un ADN molde que
codifica el o los antigenos de interés. Una vez administrado e internalizado por las células huésped, el
ARN se traducen directamente en el citoplasma por la propia célula y luego, como en las vacunas de
ADN, los antigenos resultantes son presentado por las APC para estimular una respuesta inmunitaria.
Otras ventajas del ARNm frente al ADN es que el ARNm es la cantidad minima de informacién genética
necesaria para generar la proteina de interés en la célula y que ademads el ARNm de cadena simple no
interacciona con el genoma bicatenario, no produce recombinaciones con el ADN y no hay maquinaria
celular para su duplicacion intracelular (con algunas excepciones que veremos luego). Ademas, el ARN
no puede integrarse en el genoma y por lo tanto no tiene potencial oncogénico. Asi, este ARNm queda
patente que es meramente transitorio aumentando su seguridad y eficacia.

A pesar de las caracteristicas prometedoras de las vacunas de ADN, se ha visto que provocan menos
inmunidad que otros tipos de vacunas, incluida las vacunas de ARNm. Una posible explicacion seria
la necesidad de que el ADN tenga que cruzar dos membranas celulares, la nuclear y la plasmatica. A
diferencia del ADN, el ARNm solo necesita entrar en el citoplasma, donde se produce la traduccién.

Otro aspecto muy relevante es que el ARN puede actuar como un adyuvante al proporcionar senales
coestimuladoras. Sabemos que, para ser eficientes, las vacunas deben contener un potente adyuvante
que suministre una sefal de peligro para el inicio de la respuesta inmunitaria. Las propiedades
inmunoestimuladoras del ARNm fueron descubiertas por la observacién de la induccion de interferéon
tras la exposicidn de las células a ARNm exdgeno extraido de virus. Sin embargo, los efectos secundarios
graves de estos adyuvantes pronto limitaron su uso. Mas tarde, en el afilo 2004, se demostré que el
ARNm transcrito in vitro sirve como un adyuvante. Los ARN mono y bicatenarios son reconocidos por
los receptores tipo toll TLR3, TLR7 y TLR8 en el endosoma. Sin embargo, TLR3 no es sélo activada por
ARN bicatenario, un intermediario para muchos virus, sino también por el ARNm liberado de las células
o producido por transcripcion in vitro. Otros receptores de reconocimiento de patrones pueden ser
importantes para la funcionalidad de un adyuvante (y vacuna) basado en ARN. La helicasa citosolica
RIG-I reconoce moléculas de ARN simple.

Plociam, CC BY-SA 3.0 <http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/>, via Wikimedia Commons.
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Ventajas de vacunas de acidos nucleicos

Existen diversas razones que hacen que las vacunas de acidos nucleicos sean tan interesantes a la hora
de vacunar no sélo contra agentes infecciosos sino a antigenos tumorales. Desde el punto de vista de
su produccién:

= Los acidos nucleicos son mas simples de generar que las proteinas, péptidos, células o
microorganismos atenuados o muertos.

= Su administracién parece segura en cualquier colectivo, como, por ejemplo, inmunodeficientes.
= Es la propia maquinaria celular del hospedador la que producira las proteinas inmunogénicas.

= Las vacunas de acido nucleico permitirian la administracién de varias secuencias que codificaran
para multiples antigenos.

= Al hacer que el cuerpo humano produzca las proteinas virales, las vacunas de ARNm eliminan parte
del proceso de fabricacién y deberia ser mds fdcil y rdpido de producir que las vacunas tradicionales.

Y desde el punto de vista inmunolégico:

= Las vacunas basadas en 4cidos nucleicos simulan una infeccibn o inmunizacién con
microorganismos vivos, que son las mas eficientes a la hora de generar inmunidad.

= Adiferenciade otrasformas mas complejas de administrar acidos nucleicos como las encapsuladas
en vectores virales, no son susceptibles de ser neutralizadas por anticuerpos y que podrian
disminuir su eficacia.

= Al ser absolutamente simples y no necesitar recubrimientos proteicos, la respuesta inmune sera
absolutamente pura contra el potencial inmundgeno sin interferencia con otros posibles epitopos
inmunodominantes que pudieran existir en otro tipo de nanoparticulas o microorganismos
completos.

= Con la de ARNm no estamos introduciendo todo el virus por lo que el microorganismo no puede
montar su propia autodefensay, por lo tanto, el sistema inmunitario puede concentrarse en crear
una respuesta a las proteinas virales sin interferencia del virus.

= Contrariamente a lo que sucede con las vacunas de péptidos, las de ARNm no tienen ninguna
restriccidn de haplotipos del HLA a la hora de poder presentar los antigenos.

= En las vacunas clasicas el péptido microbiano solo activa al sistema inmunitario adquirido e
inducen tanto inmunidad humoral como celular mientras que el sistema inmunoldgico innato,
necesario para el inicio de la respuesta inmunitaria, es activado inespecificamente por el
adyuvante. Por el contrario, el ARNm de las nuevas vacunas es de por si un PAMP detectable por
receptores que reconocen patrones (PRR) y por consiguiente también podria activar el sistema
inmunoldgico innato, pero de forma especifica, proporcionando un nivel adicional de defensa sin
necesidad de anadir adyuvantes.

Estructura del ARN mensajero

ElI ARN eucariético estd compuesto por cinco regiones que son criticas no solo para portar lainformacién
codificada sino para darle estabilidad y capacidad de lectura. Estas son:

1.- Unaregion codificante que comienza con AUG (Met) y acaba con tres posibles codones stop (UAG,
UAA, UGA). En ella esta la informacién genética para la sintesis de la proteina inmunogénica para la
vacunacion. El disefio de esta ORF tiene que tener en cuenta el uso de codones por humanos y debido
a la degeneracion del cédigo genéticos, las especies de ARN de transferencia predominantes, pues
sabemos que varian significativamente entre especies.

2.- Dos regiones no traducidas (UTR) que flanquean en 3’y 5’ la regién codificante. Aunque no
codifican para proteinas estas regiones tienen importantes elementos reguladores de la traduccion.
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Existen alternativas para mejorar la eficiencia traduccional de un gen como incorporar o sustituir
las regiones UTR del gen en cuestién por la de los genes de las alfa y beta globinas. La adicién de
secuencias que sefalizan hacia ribosomas en el UTR también mejora la eficiencia de la traduccion de
nuestro ARNm vacunal.

3.- Una cabeza 5’ 7-metilguanosina trifosfato (m7G cap; capping). Esta parte tiene dos funciones
clave tanto en la estabilidad como en la traduccién: por un lado, protege al ARNm de la accién
de las exonucleasas 5-3"y por otro lado es reconocida por el factor de iniciacion de la traduccién
elF4E. El capping in vitro con la orientacidon adecuada es una parte que genera muchos problemas
biotecnolégicos y de hecho actualmente se opta mayoritariamente por la adicién de la cabeza de
modo post-transcripcional. Otro método para generar el capping eficiente es la modificaciéon del
capping anti-reverso (ARCA) que pueden asegurar la orientacién correcta de la cabeza en el extremo
5, lo que produce mejores uniones a los ribosomas y mas traduccion.

4.- Una cola 3’ poli(A). Regula la estabilidad y traduccién del ARNm de forma sinérgica al capping
al interaccionar con una proteina (poly(A) binding protein, PABP) que forma un complejo con elF4E.
Existen diversas formas de anadir esta cola poli(A), desde adicionarla a la hebra molde hasta de
forma enzimatica post-traduccionalmente mediante la poliadenilacién con una poli(A) polimerasa
recombinante. La longitud de esta cola es un factor determinante de la eficacia de la formacién de los
polisomas y por consiguiente la expresion de las proteinas. La longitud dptima esta entre 120 y 150
nucleétidos.

Ademas, hay otras alternativas complementarias para
regular la inmunogenicidad de los péptidos generado
0 que estos ARNm sean mas facilmente reconocidos por
receptores reconocedores de patrones como RIG-I, PKR o
TLR3, TLR 7 y TLR 8. Asi seran internalizados en las células
presentadoras de antigenos para su traduccién posterior
en un contexto claramente coestimulador y activado de
la inmunidad. Una de ellas es el uso de pseudouridina (Y)
es un isémero del nucledsido uridina (U) muy prevalente
en los ARNr, los ARNt y los snRNA y es la modificacion
mas abundante en el ARN celular total, lo que la convierte
en el quinto nucleétido del ARN. La incorporacién
de nucleésidos quimicamente modificados, como
pseudouridina, 1-metilpseudouridina, 5-metilcitidina y
otros en el ARNm, generalmente mejorar la traduccion al
dificultar la deteccién de este ARNm por los receptores del sistema inmunitario innata (TLR7 y TLR8
principalmente), lo que conduciria también a su inactivacion.

Otra modificacién para mejorar estos ARNm viene del tipo de construcciones de ARNm. Hemos visto
la estructural del ARNm no replicante (NRM) pero existe una alternativa, las construcciones de ARNm
autoamplificado (SAM). Ambos tienen una estructura comun como la descrita en este apartado, pero
la SAM incluye una secuencia derivada de virus de ARNm de cadena positiva (generalmente alfavirus)
que inducen en la célula la replicacion de estos ARNm y por consiguiente la amplificacion de la
capacidad de traduccion. Este aspecto puede mejorar las vacunas de ARNm del futuro pues sabemos
que la expresion in vivo es generalmente posible y suficiente para producir unainmunidad detectable.
Sin embargo, generar una respuesta inmune efectiva y, ain mas, logrando un efecto terapéutico por
medio de ARNm puede ser mas exigente en términos de nivel de expresién de proteinas.

La administracion de vacunas de ARNm sin vectores virales

La muestra procedente del sistema ITV contiene el transcrito de ARNm deseado dentro de una mezcla
compleja que incluye nucleétidos, oligonucleétidos, fragmentos de transcripcion cortos, asi como de
proteinas. Estos contaminantes deben eliminarse de la muestra mediante una combinacién de etapas
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de precipitacion, cromatografia y extraccién. Cuanto mas puro sea el ARNm obtenido mayor seré la
eficiencia traduccional de nuestra vacuna. El uso del HPLC para purificar los ARNm es el método que
mejores resultados esta dando en los modelos preclinicos.

Enelapartadoanteriorhemos visto laimportancia delas distintas regiones del ARNm para su estabilidad
y su eficiencia en la traduccidn ademas de las peculiaridades que supone para su generacion los
sistemas de ITV. Lugo una vez obtenido el ARNm listo para su uso como vacuna debemos administrarlo
a la poblacién y que este sea efectivo activando a las células dendriticas. Hasta la fecha todas estas
ventajas estaban asociadas también a una menor eficiencia en las inmunizaciones al estar los cidos
nucleicos poco protegidos y la dificultad intrinseca de hacerlos penetrar en la célula y conseguir
la expresion de su informacién codificada. De hecho, una de las grandes cuestiones es entender y
conseguir buenas tasas de penetracion en la célula, tras la inyeccién intramuscular o en las mucosas.

En principio existen dos alternativas para hacer llegar este ARNm a la célula diana, una usando vectores
virales y otra prescindiendo de los mismos para ganar en seguridad, reduccién de costes y escalabilidad
en su produccion. Nos vamos a centrar en estos ultimos que pueden administrar ese ARNm de tres
formas, a saber, desnuda, encapsulada o asociada a adyuvantes. Veamos un poco en detalle los tres.

1.- ARNm desnudo: Numerosos estudios en modelos animales han confirmado que el ARNm desnudo
puede transfectar células e inducir respuestas inmunitarias de anticuerpos y células T contra antigenos
especificos. Sin embargo, a pesar de algunos resultados iniciales alentadores, las vacunas de ARNm
desnudo siguen estando limitadas por la corta vida media del ARNm en el espacio extracelular al ser
degradado de forma ubicua por ARNasas. Ademas, las vacunas de ARN inducen expresion transitoria
de proteinas, lo que limita el tiempo de eficacia del tratamiento. Hoy en dia para aumentar su eficiencia
se usan diversas estrategias como:

= Gene-gun: Para esta alternativa, nanoparticulas de oro se recubren con el ARNm, que se inyectan
intramuscularmente gracias a una pistola que usa helio presurizado. Este golpe brusco a los tejidos
produce significativa necrosis en el lugar de inyeccién favoreciendo la presencia de DAMPs y la
inmunogenicidad de la vacuna.

= Condensacion con protamina: consiste en condensar el ARNm con una proteina catidnica
pequena y rica en arginina (protamina). Esta protamina no solo estabiliza al ARNm, sino que actia
como alarmina a través de su reconocimiento por TLR7 y TLR8.

La naturaleza monocatenaria del ARNm permite que el ARNm se pliegue en complejos secundarios y
terciarios diferentes del ADN de doble hebra. Su longitud de unos cientos a varios miles de nucledtidos
distingue el ARNm de otros ARN monocatenarios como ARN antisentido o aptameros. Y estas variables
se van a asociar a la forma de entrada en la célula. La captacion de ARNm desnudo es un fenémeno
generalizado.

En cultivos primarios y lineas celulares de diversos tipos. La mayor parte del ARNm entra en las células
a través de caveolas y balsas lipidicas, muy probablemente mediadas por receptor. En menor grado, la
macropinocitosis también parece estar involucrada en la captacién de ARNm de células en cultivoy por
células denderiticas tras inyeccidn intraganglionar. Paraddjicamente, la captacion y expresion de ARNm
in vivo es bastante mas eficiente que la captacion espontanea por células in vitro y comparable incluso
con células transfectadas in vitro. En parte, la presién hidrodinamica podria contribuir a transfeccién
de células diana en caso de inyecciones por via local.

2.- Uso de adyuvantes: Ademas de la inmunogenicidad que ocasionan los dos métodos anteriores,
esta se puede incrementar con otros PAMPs y DAMPs para potenciar la capacidad de activacién de
las células dendriticas. Entre los adyuvantes mas usados en estos casos tenemos poly I:C y secuencias
CpG. De forma mas sofisticada se estd trabajando también en inyectar cocteles de ARNm que no solo
tuvieran los antigenos de interés sino secuencias que codifican para moléculas coestimuladoras de la
célula dendritica y que aumenten su expresién como CD40L, CD70, OX40L, GITR, o CD83.

3.- Encapsulacion del ARNm: para aumentar su estabilidad y facilitar la penetracion del ARNm en
la célula se pueden usar liposomas catiénicos. Las formulaciones de nanoparticulas lipidicas (LNP)
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son actualmente la modalidad mds prometedora pues sirven para multiples propdsitos. Ademds de
la estabilidad del ARNm gracias a la proteccién contra la degradacién por nucleasas, también facilitan
la especificidad del érgano, la captacién celular eficiente y proporcionan propiedades de escape
endosomal (que lo degradaria) y que mejora dramaticamente la aparicidn exitosa de la carga de ARNm
al citoplasma de la célula.

Una de las barreras clave que afecta la eficacia de la transfeccién general es la degradacién endosomal
de los LNP de ARNm. Por ello se estd haciendo un gran esfuerzo en investigacion para modificar y
optimizar la transicion de la carga de ARNm del endosoma al citosol. Al parecer, el mecanismo que esta
detras de la liberacién endosémica de ARNm dependeria de la mezcla de los lipidos catidénicos de los
LNP y los fosfolipidos anidnicos de la membrana endosémica. La formacién de pares de iones entre
estos lipidos desencadenaria una fusidon de la membrana y la desestabilizacion de la membrana, lo que
a su vez mejora el escape de moléculas de ARNm de los endosomas.

Inmunoensayo

Ademas, es importante tener en cuenta que la vacuna genera productos codificados por ARNm, por
lo que son degradados por proteasomas y se presentan en el MHC de clase | a las células T citotdxicas
CD8+ y no alcanzan el MHC de clase |l, que seria necesario para inducir respuestas de linfocitos helper
T CD4+. La adicién de una sefal de direccién lisosomica a la secuencia que codifica el antigeno puede
resultar en una respuesta productiva de células T helper.

Otro de los aspectos a tener en cuenta es el tipo de célula que va a captar el acido nucleico para
inducir una respuesta inmune. Parece obvio que los miocitos del musculo no serian las mejores células
para expresar esos acidos nucleicos y seria recomendable que lo hicieran las células presentadoras de
antigenos, especialmente las células dendriticas. Al parecer el dafio tisular asociado a la inyeccién de
la vacuna seria el detonante para la aparicién de las alarminas o DAMPs requeridos no solo para captar
el &cido nucleico sino para que la célula dendritica empezara a expresar todo el conjunto de moléculas
de coestimulacion asociadas a la presentacién de antigenos.

Efectos secundarios y estabilidad y limitaciones de las vacunas de ARNm

Los principales desafios de las vacunas de ARNm en aplicaciones clinicas incluyen su administracién in
vivo segura y eficiente y su distribucién mundial.

La mayor parte de la investigacion y ensayo clinico sobre el uso de ARNm para provocar una respuesta
inmunitaria hasta ahora se ha centrado en cancer, para atacar a las proteinas producidas
especificamente por los tumores. Sabemos que el uso de ARNm tumoral activa muy
eficientemente a las células T citotdxicas y que éstas son las mas util para destruir
tumores. En el caso de los virus, sin duda estos linfocitos T seran también importante
para destruir las células propias infectadas por el SARS-CoV-2, pero para combatirlo de
forma mas eficaz, sera necesario activar las células B y que produzcan anticuerpos
neutralizantes. En estos momentos hay poca experiencia en este aspecto
y comprender si estas vacunas realmente podran montar una respuesta
inmunitaria suficientemente protectora en el ser humano sera de vital
importancia. Asi mismo, otras cuestiones pendientes
del desarrollo las iremos vislumbrando a medida que
se produzcan las vacunaciones masivas que se estan
organizando en el mundo entero, como son: determinar
qué cantidades de ARNm se necesitaran para lograr la
inmunidad; si las proteinas que se han elegido para la
vacunas son las adecuadas para prevenir una infeccion
por coronavirus; cuanto tiempo durard cada tipo de
inmunidad; si causa efectos secundarios; o si, en el peor

de los casos, se agrava la enfermedad.

Como la mayoria de las moléculas de ARNm son
susceptibles de ser degradadas por las nucleasas y
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exhiben una escasa captaciéon celular e inmunogenicidad, como hemos visto, estas requieren amplias
modificaciones quimicas para mejorar la estabilidad y biodisponibilidad del farmaco. Por ejempilo, las
modificaciones de la ribosa como las metilaciones (2’-O-metil) pueden mejorar significativamente
la resistencia a las nucleasas y reducir las respuestas inmunitarias innatas. Pero estas modificaciones
pueden estar asociadas a efectos secundarios potenciales también. Por ejemplo, estas metilaciones
podrian estar asociadas a riesgos de trombocitopenia en algunos sujetos. También pueden causar
otras toxicidades no deseadas como la inhibicién de ACE2, o por otro lado podrian comportarse como
proinflamatorios y aumentar la mortalidad en COVID-19.

Y para terminar, el otro punto determinante es la poca estabilidad de las vacunas da ARNm que obliga
a tenerlas que almacenar hasta su uso a muy bajas temperaturas, en concreto -70°C para la de Pfizer
y -20°C para la de Moderna. Sin ninguna duda este aspecto logistico va a dificultar su uso masivo de
forma global pues no todos los paises son capaces de garantizar estas condiciones tan exigentes.

En definitiva, tenemos una forma completamente diferente de abordar la vacunacién que convierte a
nuestras propias en factorias que generan las moléculas inmunogénicas del virus. Un sistema que se
basa en el uso del ARNm mejorado para ganar estabilidad y penetracién en la célula, que se expresa de
forma transitoria en las mismas y sin capacidad de integrarse en el genoma, por lo que las hace seguras
y eficaces. Un sistema revolucionario y seguro al que solo le queda despejar ciertas incognitas sobre su
eficacia como el tipo de inmunidad que podra generar y de la duracién de la misma.
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| interferén de tipo | (IFN-I) es una citoquina que proporciona una eficaz inmunidad

antiviral. Sin embargo, también puede exacerbar respuestas inflamatorias dafiinas como

las responsables de las enfermedades autoinmunes, e incluso provocar el fallo de las

células madre hematopoyéticas (HSC). Debido a este conjunto de caracteristicas, algunas
beneficiosas y otras potencialmente patogénicas, la produccion del IFN-I en el organismo debe
estar controlada con mucha precision.

Se han caracterizado multiples
mecanismos de sefalizacién que
limitanlainducciénylafunciénde
IFN-I, pero no se conocen bien los
represores transcripcionales que
podrian controlar directamente
las regiones reguladoras de los
genes de IFN-I. Nuestro trabajo
ha identificado que el factor de
transcripcion NFAT5, un inductor
de respuestas inflamatorias en
macréfagos, también actia como
un represor de la transcripcion
de IFN-I. El enhanceosoma del
gen IFNB1, un elemento de
DNA regulador central de Ia
transcripcion del IFNB, contiene
un sitio de union para NFAT5 que
compite con la unién de IRF3, el
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factor de transcripcion clave para la expresion del IFNB1 y, de este modo, actua equilibrando los
niveles de IFNB. Esta disposicion gendmica se ha mantenido durante la evolucién de los mamiferos,
pero no se sospechaba la existencia de este elemento regulador negativo insertado en esta region.
La expresion de los genes regulados por IFN-I (ISG) se encuentra amplificada en fibroblastos,
macréfagos y diferentes tipos de células dendriticas deficientes en NFAT5 en la respuesta a una
infeccion viral o a la estimulacién directa de TLR3. In vivo, los modelos de raton que carecen de
NFAT5 responden a la inflamacion sistémica inducida por TLR3 con un aumento de la activacion
mediada por IFN-I de sus HSC. Estos ratones también responden a la infeccién viral aguda con una
mayor estimulacién de la via del IFN-l y un mejor control de la carga viral.

En conjunto, estos hallazgos nos revelan como las respuestas de IFN-I son controladas mediante
un mecanismo, evolutivamente conservado, que se basa en el equilibrio entre reguladores

transcripcionales que se oponen simultdneamente.
>>>
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I melanoma cutaneo, el tipo de cancer de piel mas letal, se caracteriza por tener multiples
mecanismos de evasidn inmunitaria, lo que le otorga un gran potencial metastasico. A
pesar de que la inmunoterapia ha extendido considerablemente la esperanza de vida de
los pacientes con melanoma, aproximadamente 60% de los pacientes son resistentes. Esta
resistencia esta generalmente asociada a tipos de tumor “frios” que carecen de infiltrado inmune.
Sin embargo, un grupo importante de pacientes con tumores “calientes”y gran infiltrado inmune,
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también resultan resistentes a la inmunoterapia, y las razones son desconocidas. Hace unos afos
identificamos una proteina secretada llamada MIDKINE (MDK), que es clave para la metastasis del
melanoma. En este estudio, hemos caracterizado nuevas funciones de MDK en la modulacién del
sistema inmune en cancer. Hemos observado una fuerte asociacidn entre la expresién de MDK y
un mayor infiltrado de células mieloides supresoras, particularmente de macréfagos. En ensayos
funcionales, encontramos que MDK acttia sobre las células del melanoma, induciendo la activacién
de NF-kB, y la consecuente secrecién de proteinas inflamatorias y supresoras que atraen y alteran
a los macrofagos. Estos macréfagos, por su parte, bloquean la funcién de las células T citotéxicas,
lo que promueve la evasion inmunitaria del melanoma. En modelos de ratén, encontramos que la
expresion de MDK induce resistencia a los anticuerpos anti-PD1/PDL1, mientras que su inhibicion
restaura la sensibilidad a dichos tratamientos. Asimismo, identificamos un conjunto de genes
asociados a MDK que predicen la resistencia a la inmunoterapia en varias cohortes de pacientes.
Por lo tanto, nuestros datos tienen importantes implicaciones, primero porque contribuyen al
entendimiento de cémo los melanomas pueden reconfigurar el sistema inmunolégico y, segundo
porque ofrecen la posibilidad de usar MDK como diana terapéutica para mejorar la eficacia de la
inmunoterapia. Ademas, también encontramos propiedadesinmunomoduladoras de MDK en datos
de pacientes con gliomas o carcinomas de pulmén y riidn, lo que amplia las futuras aplicaciones de
esta proteina en el campo de la oncologia.

>>>>

Por DaNieLA CErRezo-WALLIS.

Grupo de Melanoma, Departamento de Oncologia Molecular, Centro
Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO), Madrid.
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Co-option of Neutrophil Fates by Tissue Environments

Ballesteros I, Rubio-Ponce A, Genua M, Lusito E, Kwok |, Ferndndez-Calvo G, Khoyratty TE, van
Grinsven E, Gonzalez-Hernéndez S, Nicolas-Avila JA, Vicanolo T, Maccataio A, Benguria A, Li JL,
Adrover JM, Aroca-Crevillen A, Quintana JA, Martin-Salamanca S, Mayo F, Ascher S, Barbiera G,
Soehnlein O, Gunzer M, Ginhoux F, Sdnchez-Cabo F, Nistal-Villan E, Schulz C, Dopazo A, Reinhardt C,
Udalova IA, Ng LG, Ostuni R, Hidalgo A.

Area of Cell & Developmental Biology, Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos Ill, Madrid
28029, Spain. Electronic address: iballesteros@cnic.es. Area of Cell & Developmental Biology, Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares Carlos Ill, Madrid 28029, Spain; Institute for Cardiovascular Prevention (IPEK),
Ludwig-Maximillians-Universitat, Munich 80802, Germany. Electronic address: ahidalgo@cnic.es.

doi: https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.10.003

dentification of neutrophil heterogeneity in healthy tissues.

Neutrophils, the most abundant myeloid cells in mammals, are classically portrayed as cells

of little biological complexity. The paper by Ballesteros and Rubio-Ponce et al. challenge this

classical view of neutrophil biology and describes how neutrophils adapt to different tissue
environments, allowing them to acquire specific programs that support the physiological demands
of tissues.
In this study, we created a fate-mapping model to measure neutrophil lifespans and we identified
short and variable lifespans of neutrophils in tissues. These absolute lifetimes were longer than
expected and for some tissues exceeded 24h. In addition, we used state of the art transcriptome and
proteome analyses at the single cell level, as well as studies of the cells’ chromatin accessibility to
characterize neutrophil states in tissues during homeostasis, and to predict tissue-specific functions.
Neutrophil multi-omics analysis, together with functional experiments, identified non-canonical
functions such as vessel formation or neuronal maintenance that were associated with neutrophils
of the lung and intestine. In contrast, immune defense and hematopoiesis maintenance were
predominant functions associated with neutrophils from hematopoietic tissues. Moreover, we show
that tissue-derived signals “locally” drive rapid neutrophil adaptation to their microenvironment
and that the acquisition of a tissue specific signature
was not affected by the microbiota.
Finally, we found that neutrophils in the lung reside
in specific areas enriched in the chemokine CXCL12
and that CXCR4-deficiency in neutrophil, the
canonical receptor for CXCL12, impaired their correct
specification in the lung. These results suggest the
existence of instructing regions, or niches, where
neutrophils receive the signals needed for re-
programming in other tissues. This study extends to
neutrophils the concept of myeloid plasticity, which
has so far only been established for macrophages,

and uncovers a biological property of neutrophils Neutrophils, the most abundant myeloid cells in

with potential implications in tissue physiology and mammals, can assume distinct “disguises” as they enter
disease different tissues, allowing them to work in multiple
: professions depending on the organ.

>>>>

Por IVAN BALLESTEROS.

Area of Cell & Developmental Biology, Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares Carlos Ill, Madrid 28029, Spain.

(RTOTTTG [GYSTER Al VVolumen 39 — N° 4/ 2020



mailto:iballesteros@cnic.es
mailto:ahidalgo@cnic.es
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(20)31309-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS009286742031309X%3Fshowall%3Dtrue
mailto:iballesteros%40cnic.es?subject=

ViciAn Aol anitnse

La mitofusina 2 en macroéfagos vincula la produccion de ROS mitocondrial, la liberacion \
de citocinas, la fagocitosis, la autofagia y la actividad bactericida

Juan Tur’; Selma Pereira-Lopes'; Tania Vico'; Eros A. Marin'; Juan P. Muinoz?**#; Maribel Hernandez-
Alvarez?3#, Pere-Joan Cardona®; Antonio Zorzano?3*#; Jorge Lloberas'; Antonio Celada’

'Grupo Biologia del macréfago, Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia, Facultat de Biologia,
Universitat de Barcelona, 08028 Barcelona, Espana; *Centro de Investigacién Biomédica en Red de Diabetes y
Enfermedades Metabdlicas Asociadas (CIBERDEM), 08036 Barcelona, Esparia;*Institute for Research in Biomedicine
(IRB Barcelona), 08028 Barcelona, Espana; *Departamento de Bioquimica i Biomedicina Molecular, Facultat de
Biologia, Universitat de Barcelona, 08028 Barcelona, Espana;*Unitat de tuberculosi experimental, Institut Germans
Trias i Pujol, Badalona, Espafia

doi: 10.1016/j.celrep.2020.108079

a mitofusina 2 (Mfn2)

juega un critico papel en

la fusion mitocondrial y en

la estrecha interaccion de
las mitocondrias con el reticulo
endoplasmatico. Dado que los
macréfagos juegan un papel
destacado en la inflamacidn,
estudiamos la  contribucidn
de la Mfn2 en la actividad de
estas células. Los estimulos
proinflamatorios, como el
lipopolisacérido (LPS), inducen la
expresion de Mfn2. El uso de los
modelos de ratéon de knockout
condicional mieloide (KO) para
la Mfn2 y la Mfn1 revela que se
requiere Mfn2 pero no Mfn1 para
la adaptacion de la respiracion
mitocondrial a condiciones de
estrés y para la produccién de
especies reactivas de oxigeno
(ROS), tras la activacion proinflamatoria. La carencia de ROS afecta especificamente a la producciéon
de citocinas proinflamatorias y 6xido nitrico. Ademas, la falta de Mfn2, pero no de Mfn1, se asocia
con una alteracion de la autofagia, la apoptosis, la fagocitosis y el procesamiento de antigenos. Los
ratones Mfn2floxed: CrelysM ng estan protegidos frente a Listeria, Mycobacterium tuberculosis o el shock
séptico inducido por LPS. Estos resultados revelan en los macréfagos una implicacién inesperada
de la Mfn2 en la produccion de ROS y en la respuesta inmunitaria.
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Por AnTonio CeLADA, JORGE LLOBERAS', JosE ANTONIO ENRIQUEZ? Y ANTONIO ZORZANO>>4,

'Grupo Biologia del macréfago, Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, 08028 Barcelona, Espana.
2Centro de Investigaciéon Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabolicas

Asociadas (CIBERDEM), 08036 Barcelona, Espaina

3Institute for Research in Biomedicine (IRB Barcelona), 08028 Barcelona, Espaia
“Departamento de Bioquimica i Biomedicina Molecular, Facultat de Biologia,
Universitat de Barcelona, 08028 Barcelona, Espaia
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SHP-1 Regulates Antigen Cross-Presentation and Is Exploited by Leishmania to Evade \
Immunity

Sofia C Khouili'; Emma C. L. Cook? Elena Hernandez-Garcia? Maria Martinez-Lépez3; Ruth Conde-
Garrosa'; Salvador Iborra*

"Immunobiology lab. Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos Ill (CNIC). Madrid 28029,
Espafa; 2Department of Inmunology, School of Medicine, Universidad Complutense de Madrid; 12 de Octubre
Health Research Institute (imas12), Madrid, Espafia; *Champalimaud Research, Champalimaud Centre for the
Unknown, Av. Brasilia, 1400-038 Lisboa, Portugal; *Department of Immunology, School of Medicine, Universidad
Complutense de Madrid, 12 de Octubre Health Research Institute (imas12), Madrid, Spain. Electronic address:
siborra@ucm.es

doi: 10.1016/j.celrep.2020.108468.

| patégeno intracelular Leishmania ha desarrollado estrategias para evadir la deteccién por el sistema

inmune. En un estudio anterior, nuestro grupo describié que Leishmania secreta una molécula que

se une especificamente al receptor lectina de tipo C denominado Mincle (Clec4e), expresado por

diversas células mieloides. Esta unién transmite una sefal inhibidora a través del eje SHP-1-FcRy, que

resulta en el bloqueo de la activacién y migracion de las células dendriticas, causando una deficiente
respuesta inmunoldgica adaptativa frente al parasito. En este estudio hemos investigado si los parasitos de
Leishmania inhiben la cross-presentacion
a linfocitos T CD8* citotéxicos (CTL) en
células dendriticas a través del eje Mincle-
SHP-1-FcRy. Hemos encontrado una mayor
cross-presentacion a CTLs en ratones
infectados con Leishmania deficientes en
Mincle o con una pérdida selectiva de SHP-
1 en células CD11c*. Estos ultimos también
muestran una mejor presentacion cruzada
de antigenos virales asociados a células. La
activacion de CTLinvitro revela un aumento
de la expresiéon del complejo péptido-MHC
de clase | por células CD11c* deficientes
en Mincle o SHP-1. La eliminacion de
acido sidlico tras el tratamiento con
neuraminidasa también potencia la
presentacion cruzada, lo que sugiere que
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Leishmania actia también sobre receptores

de unién al &cido sidlico asociados a
SHP-1. A nivel molecular, la mejora en el procesamiento de antigenos observada en ausencia de SHP-1 se
correlaciona con una reduccién en la acidificacion endosomal. Por Ultimo, en este trabajo demostramos que
la inhibicién farmacolégica de SHP-1 mejora la vacunacién basada en células CD11c* contra Leishmania. Por
tanto, la alteracidn de la presentacion cruzada mediada por SHP-1 puede ser aprovechada por patégenos
para evadir los CTL, y la inhibicién de SHP-1 mejora las respuestas de los CTL durante la vacunacién.
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Por Soria C KHouiLl.

Immunobiology lab. Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
Carlos Il (CNIC). Madrid 28029, Espana.
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OpeTTE VINAS!, Luz YADIRA BRAVO GALLEGO', ALBERT
PErez-Isibro’, EsTiBALIZ Ruiz-ORTiZ',
Maria Rosa JuLiA?2, ANTONIO LOPEZ?

Servicio de Inmunologia, Centre Diagnoéstic Biomédic, Hospital Clinic de
Barcelona, Barcelona

de Autoinmunidad

Hepatopatias
autoinmunitarias

Introduccion

Las enfermedades hepdticas autoinmunes (Enf
HA) comprenden tres entidades: la hepatitis
autoinmunitaria (HAI), la colangitis biliar pri-
maria (CBP) y la colangitis esclerosante primaria
(CEP), se caracterizan por una destruccién pro-
gresiva del parénquima hepitico y/o los conduc-
tos biliares hepaticos y por el desarrollo de fibrosis
cronica. En algunos casos comparten alteracio-
nes clinicas, analiticas e inmunoldgicas que dan
lugar a los sindromes de solapamiento'’. Las Enf

2Servicio de Inmunologia, Hospital Universitari Son Espases, Palma de
Mallorca

HA que no se tratan pueden ser potencialmente
mortales, y los pacientes requerir un trasplante
de higado para sobrevivir. Por ello, un diagnos-
tico temprano de estas enfermedades es primor-
dial para el inicio de una terapia adecuada”. En
este diagndstico, ademas del analisis de biopsias
hepaticas y marcadores séricos que indican dafo
hepdtico, la deteccion de autoanticuerpos (auAc)
es una herramienta indispensable, y a pesar de
que algunos de estos auAc no son especificos de
enfermedad, su presencia forma parte del sistema
de puntuacion diagnostica [Tabla 1]

Tabla 1. Autoanticuerpos en enfermedades hepaticas

Enfermedad Hepatica Valor

Anticuerpo

Antigeno diana

asociada

prondstico

cromatina, histonas,
. HAI no
Ac anti-nuclear ANA centromero, DNA
Centrémero, gp210, sp100 CBP solo gp210
_ . E2 de los complejos PDC,
Ac anti-mitocondriales AMA-M2 BCOADC, OGDC CBP no
LKM-1 P4502D6/CYP2D6 HAI2, HVC si, en HAI
Ac anti-LKM LKM-2 CYP2C9 DiLtinducido por acido
tielinico
LKM-3 UGTs HAI2, HVC, HVD
Ac anti-LC LC1 HAI2, HVC no claro
Ac antl-mus.culo liso/F- ASMA/Act Actina, t.ubullna, ﬁlamentos HAIT no claro
Actina intermedios
Ac anti-SLA/LP SLA/LP SepSecS HAI no claro
Ac antl-C|toE>Iasma de ANCA no claro, tubulina-cadena CEP, HAI HVB, HVC
neutrofilo beta???

Abreviaturas: CBP: colangitis biliar primaria, CEP: colangitis esclerosante primaria, CYP: citocromo P450, DILI:
dafo hepatico inducido por drogas (drug-induced liver injury), HAI: hepatitis autoinmunitaria, HAl 1 o 2: hepatitis
autoinmunitaria tipo 1 o0 2, HVB: hepatitis virus B, HVC: hepatitis virus C, HVD: hepatitis virus D, LC1: liver-cytosol type 1,
LKM: liver-kidney microsomas, ASMA: musculo liso del inglés smooth muscle, PDC: complejo piruvato deshidrogenasa,
SepSecS: o-fosfoseril-tRNA-selenocistein-tRNA-sintetasa; SLA/LP: antigeno soluble hepatico (del inglés soluble liver
antigen/liver-pancreas antigen), UGT: uridin-glicuronosil-transferasa
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Material y Métodos

En el estudio se han incluido 17 pacientes con-
trolados en los Servicios de Hepatologia y Gas-
troenterologia del Hospital Clinic de Barcelona y
del Hospital Universitari Son Espases, respectiva-
mente. Los diagndsticos de los pacientes fueron los
siguientes: CBP (n=6), HAI (n=4), solapamiento
CBP/HAI (n=1), pre-CBP (n=3), CEP (n=1),
hepatopatia crénica (n=1) y colestasis disociada
con hepatomegalia (n=1) [Fig 1]. Diferentes auAc
relacionados con Enf HA han sido analizados por
los laboratorios participantes (n=40) segun su cri-
terio y/o algoritmo de trabajo (AdT). Los diferen-
tes AdT también han sido comparados.

Todos los laboratorios han realizado estudio, por
inmunofluorescencia indirecta (IFI), de auAc
anti-tisulares sobre Triple Tejido de Rata (TTR)
y de auAc anti-celulares (anti-nucleares (ANAs) y
citoplasmaticos) sobre células HEp-2/2000. Segtiin
los auAc detectados en estos estudios y su AdT, los
diferentes laboratorios han decidido realizar estu-
dios complementarios mediante otras técnicas
de cribado por IFI (por ej. ANCAs) o utilizando
técnicas antigeno-especificas (TAS) como son

ELISA, DotBlot, CIA y FEIA, entre otras. Las dilu-
ciones de cribado, el isotipo de anti-Ig y el tipo de
lectura utilizado en el estudio de auAc mediante
técnicas de IFI estan recogidos en la Tabla 2.

Resultados
Analisis Algoritmos de Trabajo:

En relacién a los AdT, estos se orientan mayori-
tariamente, en los petitorios o segtn la sospecha
clinica, hacia un cribado bésico (IFI sobre TTR
y células HEp-2) o uno ampliado que incluye la
determinaciéon de auAc anti-SLA (en general
por DotBlot). Segun los resultados obtenidos en
el estudio por IFI se realizan las TAS correspon-
dientes. El 22.5% de laboratorios no amplia TAS
cuando la IFI es negativa, con lo cual no realizan la
determinacion de auAc anti-SLA perdiendo sensi-
bilidad para el diagndstico de HAI Los ANCA se
incluyen en el cribado basico o ampliado sélo en
el 42.5% de laboratorios, en algunos casos tnica-
mente si hay sospecha de CEP. Las inmunoglobu-
linas séricas, los auAc anti-transglutaminasa y la
tipificacion HLA solo se incluyen por una mino-

Figura 1. Resumen de resultados obtenidos para cada uno de los 17 pacientes estudiados. (Figura de elaboracién

propia)

Resultados positivos se marcan en rojo y negativos en azul. En color oscuro, se muestran aquellos resultados que
han alcanzado consenso (>75% de resultados coincidentes) y, en caso de que no se haya llegado a consenso, aquel
resultado con mayor concordancia entre laboratorios (color mas claro). Los patrones de los Ac anti-celulares se
informan siguiendo la nomenclatura del “International Consensus on Antinuclear Antibody (ANA) Patterns (ICAP)".
Los diagnésticos también estan agrupados por codigos de colores.

Abreviaturas: PAC: paciente, TAS: técnicas antigeno-especificas, ANA: auAc anti-Nucleares, AMA: auAc anti-
mitocondriales, LKM: auAc liver-kidney microsomas, LC: auAc anti-Liver citosol, ASMA: auAc anti-musculo liso, CPG:
auAc anti-célula parietal gastrica, ANCA: auAc anti-citoplasma de Neutrofilo, x-ANCA: ANCA con patrén atipico, SLA:
auAc anti-antigeno soluble hepatico, PML: del inglés promyelocytic leukaemia protein, ES: esclerosis sistémica, CBP:
colangitis biliar primaria, HAI: hepatitis autoinmunitaria, CEP: colangitis esclerosante primaria.
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Tabla 2. Diluciones de cribado e isotipo de anti-lg utilizado por los diferentes laboratorios participantes
Técnicas Dilucién Lectura Conjugado
delFl 1/10 1/20 1/40 1780 | >1/80 DM AU I9G POLI
14/40 - 24/40 - 23/40 - 17/40 - 38/40 -
- - 09 - 09 - 50 )
HEp-2 0/40-0% | 0/40-0% | 2/40-5% 350 60% 5750 42.5% 95% 2/40 - 5%
1/40 - 21/40 - 14/40 - 4/40 - 30/40 - 10/40 - 32/40 - 8/40 -
- 09

TTR YR = 2.5% 52.5% 35% 10% 75% 25% 80% 20%
ANCA 6/36 - 25/36 - 3/36 - 1/36 - 1/36 - 27/36 - 9/36 - 35/36 - 1/36 -
16.67% 69.44% 8.33% 2.78% 2.78% 75% 25% 97.22% 2.78%

ria de laboratorios. El AdT propuesto en la ultima
guia del Grupo Espaiol de Autoinmunidad”
solamente lo aplica en su totalidad 1 laboratorio
(1.25%).

Técnicas y metodologia empleada:

Las diluciones de cribado mas utilizadas fueron
1/40 (52.5%) para los estudios de auAc anti-tisu-
lares, >1/80 (60%) para auAc anti-celulares y 1/20
(69.4%) para el estudio de ANCAs. Mas del 75%
los laboratorios utilizaron una anti-IgG como
anticuerpo secundario para las pruebas de auAc
anti-tisulares, anti-celulares y ANCAs y realiza-
ron la lectura de la técnica de IFI directamente al
microscopio. S6lo un 20%, 5% y un 2.8% de los
participantes emplearon una Ig polivalente para
estos estudios, respectivamente (Tabla 2).

En relacién a las TAS frente antigenos asociados
a Enf HA, mas del 75% de los laboratorios utili-
zaron la técnica del DotBlot y en algunos casos se
afladieron otras TAS para confirmar los resulta-
dos obtenidos. El 10% de los laboratorios (n=4)
no informd ninguno de los resultados SLA de los
17 pacientes.

A pesar de que el estudio de ANCAs se incluye en
los AdT del 42.5% de los laboratorios, un 68.8% de
los participantes del Taller incluyé esta determi-
nacion en los pacientes del Taller. E1 92.5% (n=37)
y el 27.5% (n=11) de los laboratorios determina-
ron los auAc anti-Ro52, por DotBlot y por otras
TAS, respectivamente; sin embargo, solo un 24.3%
(n=9) de los laboratorios confirmaron los resulta-
dos del DotBlot por otra TAS.

Resultados auAc relacionados con Enf HA:

En la Figura 1 se muestra un resumen de los resul-
tados obtenidos de los diferentes auAc relaciona-
dos con Enf HA para cada uno de los 17 pacientes
estudiados.

Delos 7 pacientes con CBP, todos ellos (100%) pre-
sentaban Ac anti-mitocondriales (AMA) de tipo
M2 que fueron detectados en 5/7 casos mediante
IFI sobre TTR y en 6/7 por TAS por mas de un
75% de los laboratorios. Dos de estos presentaron
también positividad para el antigeno Sp100, que
fue detectado por IFI sobre células HEp-2 (patrén
AC-6) y mediante TAS por mas de un 70% de los
participantes. Solo un 14.7% de los ANAs infor-
mados sobre TTR para estos sueros correspon-
dieron al patrén de “Puntos Nucleares Multiples”
Uno de los pacientes con CBP y otros dos con pre-
CBP presentaron auAc anti-membrana nuclear
(especificidad gp210). Sobre TTR, un 91.7% de
los pocos laboratorios que informaron la positi-
vidad de los ANAs, fueron capaces de detectar la
presencia de estos auAc mientras que, sobre célu-
las HEp-2, solamente se detectd en el 67% de los
casos. Utilizando TAS, en un 95.5% se confirmo
esta especificidad.

En relacion a los pacientes con HAIL 4 de ellos
presentaron algun auAc asociado a HAI: 1/4 SLA/
ANA/x-ANCA, 1/4 ASMA (Actina (50-75%)/
SLA/ANA/Ro52, 1/4 ASMA (Actina)/AMA
(M2)/x-ANCA, 1/4 LC-1 (consenso sblo por
TAS) y unicamente 1 paciente se caracterizaba
por la presencia aislada de anti-Ro52. Los patro-
nes x-ANCA de estos pacientes no llegaron al 75%
del consenso.

En el caso del paciente con CEP, si hubo acuerdo
en el resultado positivo de ANCAs (76.9%) sin
embargo no se llegé al consenso en el patron
informado (73.3% atipico vs 16.7% perinuclear).

Discusion
El estudio de auAc es clave para el diagndstico de
HAI y CBP y puede resultar de ayuda en el caso
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de ciertos pacientes con CEP. No obstante, los
métodos y AdT de estos auAc pueden variar entre
diferentes laboratorios de autoinmunidad. Se ha
de tener en cuenta que la utilizacion de diferen-
tes sustratos o diluciones de inicio en las técnicas
de IFI, puede generar diferencias en la deteccion
de estos auAc. Asimismo, es de vital importan-
cia como se informan los patrones de IFI, por ej.
en el caso de ASMA especificidad F-Actina o de
los AMA de tipo M2. En este ultimo caso se han
descrito hasta 9 patrones diferentes de AMA (M1-

MO9) pero solo el tipo M2 consolidé su valor en
el diagndstico de CBPPl. Por otro lado, los AdT
que utilizan la IFI como técnica de cribado deben
tener en cuenta aquellas especificidades que no
son detectadas por esta metodologia (auAc anti-
SLA). Finalmente, existe controversia sobre el
posible valor de aquellos auAc que no son espe-
cificos de Enf HA pero a veces aparecen como
unicos marcadores de éstas, como los ANCA o los
auAc anti-Ro52.
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Descripcion del caso

Varén de 66 aios que acude al servicio de urgencias por
fiebre de hasta 39°C y lesiones mucocutaneas generali-
zadas de aparicion progresiva en las ultimas dos semanas.
Como antecedente de importancia, un mes antes habia
sido diagnosticado de linfoma cutdneo de células T
tipo sindrome de Sézary en estadio IVA1 (T4N2B2MO),
después de un historial de 3 meses de una erupcion pruri-
ginosa generalizada. Sin otros antecedentes personales.

Exploracién/ pruebas complementarias

La exploracion dermatolégica reveld eritrodermia y
erosiones generalizadas que afectaban al tronco, extremi-
dades, cuero cabelludo, cavidad oral y cara [Fig. 1 A y B,
respetando la mucosa conjuntival y genital. El signo de
Nikolsky fue positivo.

Analiticamente destacaba una anemia leve y neutrofilia
(8750 células/pL, [1500-10.000]) asi como un aumento de
la PCR (414 mg/L, [0,00-5,00]). Los hemocultivos fueron
positivos para Staphylococcus aureus resistente a metici-
lina (SARM)), iniciando antibidtico empirico.

Se realizd una biopsia de piel desde el borde de una
erosion, junto con piel perilesional. En el examen histold-
gico se evidencid ulceracién y necrosis de queratinocitos
en la epidermis; asi como infiltracion en forma de banda
de linfocitos atipicos en la dermis superficial. La inmu-
nofluorescencia directa (IFD) reveld depdsitos de C3 con
un patrdn lineal a lo largo de la membrana basal [Fig. 1C].
Se confirmé el diagnostico de pénfigo paraneoplasico
(Paraneoplastic pemphigus, PNP) mediante inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI) observandose un patrén positivo
de fluorescencia en los espacios intercelulares de eséfago
de mono vy epitelio transicional de vejiga de rata [Fig.
1D], indicador de la presencia de anticuerpos antiplaca,

asi mismo, el ELISA revel6 la presencia de anticuerpos
séricos contra BP180.

Tratamiento

El paciente fue tratado inicialmente con prednisona
oral 60 mg/dia e inmunoglobulina intravenosa, a dosis
de 2gr/kg, como terapia adyuvante; ademads inici6 trata-
miento quimioterapico para su neoplasia linfoide con
CHOP (ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y pred-
nisona), presentando una semana después un importante
empeoramiento de las lesiones del pénfigo con nuevas
ampollas en distintas zonas [Fig. 1A/1B], junto con fiebre
y neutropenia severa. Se ajusté prednisona a 80 mg/dia
y se administr6 una dosis de rituximab (375 mg/ml).
La evolucidon de las lesiones cutdneas fue satisfactoria,
desapareciendo las erosiones y ampollas. Sin embargo,
después del sexto ciclo de CHOP, presento recaida del
linfoma, iniciando un régimen hiper-CVAD (ciclofos-
famida, vincristina, adriamicina y dexametasona alter-
nando con altas dosis de metotrexato y citarabina). Final-
mente el paciente desarrollé una sepsis grave y fallecié.

Diagnostico diferencial

Las manifestaciones cutdneas en el pénfigo paraneo-
plasico (PNP) son muy variadas y pueden ir desde una
enfermedad ampollosa que simula el pénfigo vulgar
(PV), hasta la presencia de una erupcion inflamatoria no
ampollosa que puede aparentar un eritema multiforme,
liquen plano o enfermedad de injerto contra huésped. Las
lesiones aisladas de la mucosa oral deben diferenciarse
de la mucositis asociada a la quimioterapia, sin embargo,
en pacientes con ampollas y erosiones generalizadas
(como este caso), se debe considerar la posibilidad de PV
y trastornos ampollosos subepidérmicos autoinmunes.

qwmn 394200



Clinica

Figura 1. A) Eritrodermia y erosiones en cara, tronco y extremidades. B) Erosiones en cavidad oral. C) IFD que muestra depdsitos de C3 en
la membrana basal y en la superficie de la célula epidérmica. D) IFI positiva en células de epitelio urotelial murino. (Figura de elaboracién

propia)

Los autoanticuerpos detectados en PNP difieren de los
del pénfigo vulgar y del pénfigo folidceo en su especifi-
cidad antigénica, como se demuestra por las pruebas de
inmunofluorescencia y por inmunoprecipitacién. En
este sentido, la inmunoflorescencia indirecta (IFI) sobre
sustrato de vejiga de rata es una prueba precisa para
diferenciar el PNP del PV, ya que el epitelio murino no
presenta desmogleinas (principal diana autoinmune en
PV), mientras que dicho tejido si expresa gran cantidad
de plaquinas'’/, diana frente a la cual se desarrollan
autoanticuerpos en el contexto de PNP”.. Por otra parte,
la IFI sobre eso6fago de mono y piel humana y de ratén
mostraria, la unién de autoanticuerpos a los espacios
intercelulares en ambas patologias'?..

En este caso la clinica cutanea comenzo6 apenas un mes
después del diagndstico del sindrome de Sézary y no se
encontro ninguna otra enfermedad en las biopsias de piel,
de ganglios linfaticos y estudios de imagen.

Juicio clinico

Pénfigo paraneoplasico secundario a sindrome de Sézary.

Comentario final

El pénfigo paraneoplasico (PNP) se caracteriza por
la produccién de auto-anticuerpos dirigidos contra
proteinas de la familia de las plaquinas y cadherinas
implicadas en el mantenimiento de la arquitectura celular
y la cohesién tisular, asociada a una neoplasia subya-
cente en la mayoria de los casos. Funcionalmente, las
plaquinas forman una envoltura en la superficie interna
de la membrana plasmatica de los queratinocitos y son
conectores intracelulares entre los filamentos intermedios
y las desmogleinas transmembrana en los desmosomas y
hemidesmosomas'”.

Los criterios para el diagnoéstico de PNP han sido
propuestos por Anhalt y colaboradores y posteriormente
simplificados por Poot y col. e incluyen los siguientes
criterios: (i) estomatitis dolorosa y persistente, con o sin
erupcion polimorfa dela piel, (ii) evidencia de anticuerpos
anti-plaquinas y (iii) la presencia de una neoplasia subya-
cente!’. El diagndstico definitivo se basa en el hallazgo de
anticuerpos anti-plaquinas, con IFI positiva en epitelio
transicional de vejiga de rata o mediante inmunoblot e
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inmunoprecipitacion con una alta sensibilidad y especi-
ficidad para la confirmacién de estos autoanticuerpos,
entre los cuales predominan los anticuerpos frente a
evoplaquina y periplaquina’®°..

Las vias que conducen a la produccion y deposicion de
anticuerpos en la piel ylas membranas mucosas en PNP no
son muy conocidas. Los mecanismos propuestos incluyen
la estimulaciéon de la produccién de anticuerpos por la
desregulaciéon inmunitaria inducida por los tumores,
asi como la aparicién de reactividad cruzada entre anti-
cuerpos dirigidos contra células tumorales y antigenos
epiteliales'®. La diseminacion de epitopos, también cono-
cido como “epitope spreading”, es un fendmeno mediante
el cual una lesion tisular conduce a la exposicion de anti-
genos normalmente ocultos al sistema inmunoldgico, y
podria desempeiiar un papel importante®.

La respuesta inmunitaria mediada inicialmente por linfo-
citos T CD8+ en la unién dermoepidérmica es una clave
patogénica en las lesiones del PNP, ya que promueve la
muerte celular por apoptosis de queratinocitos, dando
lugar a la exposicion de nuevos autoantigenos y posibi-
litando una respuesta humoral posterior y progresiva,
principalmente de autoanticuerpos contra plaquinas®’..

Este caso cumple los criterios clinicos e inmunolégicos
para confirmar el diagnostico de PNP secundario a sin-
drome de Sezary. La asociacién de PNP con neoplasias
hematoldgicas es conocida, especialmente con sindro-
mes linfoproliferativos®?, tumores de érgano sélido” y
timoma''”, entre otros. En cuanto a la relacion entre PNP
y linfomas cutdneos T la evidencia es mas limitada'" '?);
se han reportado algunos casos de PNP asociados a lin-
fomas anaplasicos de células T'"*/, encontrando solo uno

secundario a linfoma cutaneo de células T tipo micosis
fungoide, precediendo la clinica cutdnea al diagnodstico
del tumor!'!l.

Por tanto es necesario fomentar estudio clinicos y precli-
nicos para esclarecer la ruptura de la tolerancia inmune
en el PNP y poder establecer un consenso terapéutico
para el tratamiento”.

Conclusion

Estamos ante un caso, no descrito previamente en la
bibliografia, de pénfigo paraneoplasico secundario a
sindrome de Sezary.

La aparicién de erosiones orales y erupciéon polimoérfica
de la piel en pacientes con neoplasia hematoldgica, deben
hacer sospechar la presencia de un PNP.

Para obtener un diagndstico inequivoco en pénfigo
paraneoplasico es necesario la detecciéon precoz de anti-
cuerpos anti-plaquinas.

Tanto la inmunidad humoral como la mediada por célu-
las se ven implicadas en el PNP y su prondstico es malo,
con una tasa de mortalidad que va del 75% al 90% y
supervivencia media de un ano!'*. Las opciones de tra-
tamiento son escasas; la terapia de primera linea consiste
en esteroides sistémicos, sin embargo, en la mayoria de
los casos la enfermedad progresa o no remite!”). Fairma-
cos inmunosupresores, inmunoglobulina intravenosa,
rituximab y alemtuzumab se han utilizado como terapia
de segunda linea mostrando resultados satisfactorios!'..

Por tanto la identificacién precoz de PNP junto con su
evaluacion y el diagndstico diferencial, son esenciales
para maximizar los resultados beneficiosos en el curso
clinico de los pacientes.
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Clinica

anakinumab (ACZ885, llaris®) es un anticuerpo

monoclonal humano anti-IL-13 de alta afinidad y de

isotipo IgG1/k"". Se produce en células de mieloma de

raton Sp2/0 y actua en la neutralizacién de la sefali-
zaciéon de IL-13, una citocina proinflamatoria, provocando asi, la
supresion de la inflamacién (Fig 1). Por ello se utiliza en pacientes
con sindromes periédicos autoinflamatorios febriles como los
Sindromes Periédicos asociados a Criopirina (CAPS, por sus siglas
en inglés). Actualmente, el farmaco se estd evaluando también,
por su potencial, en el tratamiento de la artritis reumatoide,
artritis idiopatica juvenil de inicio sistémico, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva créonica (EPOC), diabetes no-insulino
dependiente, trastorno somatosensorial, urticaria, psoriasis y
enfermedades oculares™.

Los informes de varios ensayos clinicos sugieren que Cana-
kinumab es tolerado en la mayoria de los pacientes y no se han
informado efectos adversos graves. El farmaco ofrece ventajas
significativas sobre otras terapias competitivas existentes, como
son la administracién mensual, o incluso bimestral, y el uso apro-
bado en nifos®.

Fundamentos para el desarrollo de Canakinumab

La familia de la interleucina-1 (IL-1) consiste en un grupo de cito-
cinas que activan la expresion de varios genes proinflamatorios.
Tanto la IL-1B y el antagonista antiinflamatorio del receptor de
interleucina-1 (IL-1Ra), que actua como regulador de la sefializa-
ciéon de IL-1pB, estan englobados dentro de los 11 miembros de
la familia de genes de IL-1. Numerosos estudios sugieren que la
gravedad de la inflamacién esta influenciada por las cantidades
relativas de IL-1 e ILTRa. Este modelo esta respaldado por dos
estudios recientes en diez lactantes con mutaciones de la linea
germinal homocigética en los genes de la familia IL-1,

La IL-1B es una citocina proinflamatoria que actia como media-
dora de la respuesta inmunitaria periférica durante la infeccion
e inflamacion. También estd implicada en enfermedades autoin-
munes agudas y crénicas, dolor y trastornos neuroldégicos. Los
datos de modelos animales y estudios in vitro sugieren que la
IL-1B es un mediador de inflamacion mas potente que la IL-1a™.
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La IL-1B se sintetiza inicialmente en forma
de un péptido precursor (pro-IL1B) que se
escinde en el complejo del inflamasoma por la
caspasa-1y se secreta al espacio extracelular.
Hay dos receptores de IL-1: IL-1RI e IL-1RII. La
IL-1B ejerce su accién sobre las células diana a
través del receptor IL-1RI junto con la proteina
accesoria del receptor de IL-1 (IL-RAcP). El equi-
librio entre IL-1 y el IL-1Ra, asi como el IL-RACP,
son importantes para regular la respuesta
inflamatoria®®.

La IL1-B puede ser liberada por varios tipos de
células, incluidos macréfagos, queratinocitos,
fibroblastos, microglia y astrocitos, asi como
mastocitos, células endoteliales, neuronas y
células de Schwann.

La actividad de IL-1P desregulada es caracteris-
tica de las enfermedades autoinmunes y auto-
inflamatorias, puede ocurrir debido a niveles
anormalmente aumentados de la citocina o
por deficiencia cualitativa o cuantitativa del
IL-1Ra. La IL-1[3 estd implicada especificamente
en varias enfermedades autoinflamatorias™.

CAPS son sindromes genéticos raros gene-
ralmente causados por mutaciones en el gen
Nod-like receptor family pyrin domain contai-
ning 3 (NLRP3). El gen NLRP3 codifica la proteina
criopirina, un componente importante del

inflamasoma. La criopirina regula la proteasa
caspasa-1 y controla la activaciéon de IL-1p.
Las mutaciones en NLRP3 dan como resul-
tado un inflamasoma hiperactivo que produce
una liberacion excesiva de IL-1f activada que
impulsa la inflamacion®.

Indicaciones establecidas

El Comité de Medicamentos de Uso Humano de
la EMEA (Europe, Middle East, and Africa coun-
tries) establecié el Canakinumab como trata-
miento para CAPS. Hasta la fecha, la mayoria de
los estudios clinicos con Canakinumab se han
realizado en este sindrome y en tres formas de
artritis: artritis reumatoide (AR), artritis idiopa-
tica juvenil de inicio sistémico (AlJS) y artritis
gotosa.

Ademas estd indicada en la Fiebre medite-
rranea familiar (FMF), Sindrome de hiperinmu-
noglobulina D (HIDS), Deficiencia de meva-
lonato quinasa (MKD) y Sindrome periédico
asociado al receptor del factor de necrosis
tumoral (TRAPS), dada la evidencia de produc-
cion excesiva de interleucina-13 en todos estos
cuadros aunque con diferentes mecanismos
moleculares patogénicos. Algunos estudios
indican que la inhibicion de IL-1 mejora las

Figura 1. Transduccidn de sefales de interleucina IL-18 y mecanismo de inhibicion por el anticuerpo especifico anti IL-13
canakinumab. IL-1R1: receptor de IL-1/ IL.-1RACP: proteina accesoria del receptor de IL-1.
(Figura de elaboracion propia)
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caracteristicas clinicas en FMF (resistentes a
tratamiento con colchicina), MKD y TRAPS,
ademads de ser eficaz en el control y prevencion
de brotes en este tipo de enfermedades'®.

El sindrome de activacion macrofagica (SAM)
es un conocido trastorno potencialmente
mortal que puede desarrollarse en pacientes
con enfermedades reumaticas, especialmente
en AlJS, en este caso, el Canakinumab estd indi-
cado como tratamiento biolégico alternativo al
Tocilizumab (anticuerpo monoclonal anti IL-6),
no apareciendo ninguna de las reacciones
adversas descritas en los ensayos clinicos'”.

El fArmaco también se esta evaluando en EPOC,
diabetes no insulino-dependiente y degene-
racion macular relacionada con la edad™ con
buenos resultados hasta la fecha.

Presentacion, contraindicaciones y efectos
adversos

El producto se presenta como un polvo estéril
liofilizado para solucion inyectable en viales
que contienen 150 miligramos. Se puede admi-
nistrar como infusion intravenosa durante 120
minutos o por via subcutdnea®. Estd contra-
indicado en pacientes con hipersensibilidad
al principio activo o en infecciones graves
activas. No se recomienda el uso concomitante
del Canakinumab con inhibidores del factor de
necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés)
ya que podria aumentar el riesgo de infec-
ciones graves®.,

Se ha observado neutropenia y leucopenia
como efecto secundario de los farmacos que
inhiben la IL-1, por ello no debe iniciarse el
tratamiento en pacientes con neutropenia
o leucopenia. Se recomienda controlar el
recuento de glébulos blancos, incluyendo el
recuento de neutréfilos antes de iniciar el trata-
mientoy tras 1 0 2 meses después de su inicio®.

Se han notificado también reacciones de hiper-
sensibilidad pero en la mayoria de los casos
fueron de cardcter leve. En los estudios clinicos
se han detectado casos de elevaciones transi-
torias y asintomaticas de los niveles séricos de
transaminasas y bilirrubina®.

El Canakinumab se clasifica dentro de la cate-
goria C de riesgo en el embarazo. Se dispone
de datos limitados sobre la utilizaciéon de Cana-
kinumab en mujeres embarazadas, descono-
ciendo el riesgo para el feto/madre. Las mujeres
deben utilizar un método anticonceptivo efec-
tivo durante su uso y hasta 3 meses después
de la Ultima dosis. Mujeres embarazadas o que
desean quedar embarazadas solo deberian
tratarse después de un exhaustivo analisis de
riesgo/beneficio®.

Se desconoce si el Canakinumab se excreta en
la leche materna, por tanto, la decisién de dar
lactancia materna durante el tratamiento debe
ser individualizada y segun riesgo/beneficio®.

Canakinumab y COVID-19

El SARS-CoV-2 induce una respuesta hiperin-
flamatoria que conduce al sindrome de difi-
cultad respiratoria aguda inducido entre otras
cosas a la activacion del inflamasoma y la libe-
racion de IL -1B3. En un estudio realizado en
diez pacientes con infeccién confirmada por
SARS-CoV2 que presentaban neumonia bila-
teral, hiperinflamacién e insuficiencia respira-
toria (que requirié oxigeno suplementario sin
ventilacién invasiva) y que fueron tratados con
Canakinumab, se observé que no se produ-
jeron efectos adversos con su uso, siendo este
seguro, bien tolerado y asociado a una rapida
reduccién de la respuesta inflamatoria sisté-
mica con mejoria en la oxigenacion®.,

A pesar de las muchas limitaciones del estudio,
como el pequefo tamano de la muestra y
ausencia de una comparacion aleatoria, estos
datos representan la primera descripcidon
disponible del uso de Canakinumab para tratar
COVID-19 y muestran un perfil de seguridad
y eficacia bastante favorable que se conside-
raria alentador. Incluso en aquellos pacientes
con enfermedad cardiovascular previa, con un
riesgo particularmente alto de mortalidad rela-
cionada con COVID-19, Canakinumab redujo
significativamente la incidencia de eventos
aterotrombéticos y exacerbaciones de insufi-
ciencia cardiaca, lo que representa otro bene-
ficio potencial®.
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Anakinra

(Kineret®, Swedish Orphan
Biovitrum AB)

Nombre genérico | Anakinra
Nombre comercial | Kineret®
Laboratorio Swedish Orphan
Biovitrum AB (SOBI)
Diana Receptor de la IL-1
Efecto Inhibicion de
la respuesta
inmunitaria
ocasionada por el
aumento de la IL-1
Indicaciénes Artritis reumatoide

(AR), Sindromes de
fiebres periddicas
mediados por

IL-1 (CAPS, FMF) y
Enfermedad de Still

Ano de aprobacién

11/14/2001 (FDA)

Otras indicaciones
propuestas

Sindromes de
liberacién de
citocinas

nakinra (Kineret®, SOBi) es una proteina producida

como producto biolégico recombinante, equivalente a

la proteina natural IL-1Ra (antagonista del receptor de

las interleucinas 1) que al unirse al receptor de la IL-1
bloquea por competencia la unién tanto de IL-1a como IL-1.
El bloqueo del receptor de IL-1 disminuye o inhibe la respuesta
proinflamatoria inducida por las citocinas que une, mejorando
enfermedades con sintomatologia ocasionada por liberacién
excesiva de interleucinas y una respuesta inflamatoria exagerada
(inflamacion), pero siendo especialmente efectiva para el trata-
miento de las enfermedades autoinflamatorias mediadas por la
IL-1.

Fundamentos para el desarrollo de Anakinra

Las IL-1 (tanto en su formas alfa o beta) son un grupo de 11 cito-
cinas (familia de la IL-1) que juegan un papel central en la regu-
lacion de las respuestas inmunes e inflamatorias a infecciones
u otras agresiones sin infeccion!l. Ademas de las “IL-1 propia-
mente dichas” agrupa a la IL-18, la IL-33, las cuatro IL-36, la IL-37
y la IL-38. IL-1alfa (IL-1a) e IL-1beta (IL-1) son los miembros mas
estudiados, porque fueron descubiertos primero y porque son
un modelo del grupo por su efecto proinflamatorio. Su antago-
nista natural IL-1Ra es el principio activo de Anakinra y su fun-
cion depende de su capacidad de unidn al receptor bloqueando
las IL-1 activadoras al competir con ellas, sin inducir sefializacién.
Las tres (IL-1q, IL-1B y IL-1Ra) incluyen un triple plegamiento en
l[dmina betay se unen al receptor de IL-1 (IL-1R), activando las dos
primeras la sefalizacién a través de MyD88, mientras que no lo
hace asi IL-1Ra compitiendo con las dos IL-1 activadoras sin sefia-
lizar. La sefalizacién por MyD88 del IL-1R condiciona una activa-
cién intracelular proinflamatoria que involucra a NF-kB (y la con-
secuente transcripcion de citocinas y reactantes de fase aguda)
similar a la producida por receptores de patrén de peligro tipo
TLR. (Fig. 1)

El gen codificante para IL-1Ra (ILTRN) se localiza con IL-1q, IL-1(,
IL-37, IL-365, IL-36RN e IL-10 en el cromosoma 2 (2q12-14) for-
mando un “cluster genético” que abarca aproximadamente 400
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kb. También se han descrito cuatro variantes
de transcripcion (alternative splicing) que codi-
fican distintas isoformas.

IL-1Ra es la Unica de las tres moléculas que no
se sintetiza como precursor (pro-IL-1a o pro-
IL-1B) por lo que para su liberacién no necesita
del procesamiento por una proteasa. Al igual
que las formas maduras de IL-1a tiene un peso
molecular de 18 kDa, IL-13 de 17,5 kDa, IL-1Ra
presenta un peso molecular similar en dos for-
mas de 17y 18 kDa con comportamiento anta-
gonista equivalente.

Para llevar a término su accién bloqueante, la
IL-1Ra se une ala cadena 1 del IL-1R (IL-1R1) sin
agregar la segunda cadena IL-1RAcP (Interleu-
kin-1 receptor accessory protein) que es esencial
para completar la sefalizacién de IRAK y las
SAP quinasas.

Como la mayoria de las citocinas la IL-1 tiene
efectos autocrinos, paracrinos y endocrinos.
Mientras las IL-1 activadoras poseen activida-
des metabdlicas, inmunitarias y sistémicas,
jugando uno de los papeles centrales en la
regulacién de las respuestas inmunes e infla-
matorias, la IL-1Ra antagoniza, como dice su
nombre, todas estas funciones.

Aunque la IL-13 fue descrita como responsable
de fiebre, ambas IL-1 estimulan muchos tipos
celulares como queratinocitos, macréfago,
fibroblastos para producir muchas moléculas
como el pro-colageno tipo | y lll, provocando
a su vez la proliferacion de estas células diana.
Pero a la vez inducen reordenamientos del
citoesqueleto y la secrecion de colagenasas y
otras citocinas como la IL-6, G-CSF o TNFa con
las que habitualmente sinergiza como proin-
flamatorias.

También estimula los hepatocitos para la secre-
cién de proteinas de fase aguda, coestimula
diversas células inmunitarias entre otras las
CD8+/IL-1R+ o linfocitos B maduros, es decir,
un sinfin de funciones inflamatorias.

Indicaciones

Como antagonista de las IL-1, la IL-1Ra debe
considerarse un farmaco “natural” de pequefio
tamano y por tanto de amplia y facil distribu-
cién por todo el organismo, pudiendo llegar

(en contraposiciéon con la mayoria de anti-
cuerpos) a hacer su efecto a nivel de sistema
nervioso central. Segun la ficha técnica del
Kineret® sus indicaciones establecidas son:

1. Artritis reumatoide (AR): indicado en
adultos para el tratamiento de los signos
y sintomas de la AR en combinacién con
metotrexato, en aquellos pacientes que
no hayan respondido bien a la adminis-
tracion de metotrexato solo'.

2. Sindromes de fiebre periédica mediados
por IL-1: indicado para el tratamiento de
los siguientes sindromes febriles perio6-
dicos autoinflamatorios en adultos, ado-
lescentes, niflos y lactantes a partir de
los 8 meses de edad, con un peso corpo-
ral de 10 kg o superior:

« Sindromes asociados a criopirina
(CAPS, por sus siglas en inglés), a
saber, el continuo que incluye CINCA/
NOMID (enfermedad inflamatoria
multisistémica de inicio neonatal sin-
drome articular, cutaneo y neurol6-
gicoinfantilcronico)+MWS (sindrome
de Muckle-Wells) + FCAS (sindrome
autoinflamatorio familiar por frio).

« Fiebre mediterranea familiar (FMF).
En general en esta indicacion se debe
administrar en combinacién con col-
chicina, cuando corresponda.

3. Enfermedad de Still: indicado en adultos,
adolescentes, nifios y lactantes a partir
de los 8 meses de edad con un peso cor-
poral de 10 kg o superior en la enferme-
dad de Still, incluida la artritis idiopatica
juvenil sistémica (AlJS) y la enfermedad
de Still de inicio en el adulto (ESIA), con
manifestaciones sistémicas activas de
actividad moderada a alta de la enferme-
dad, o en pacientes con refractariedad
al tratamiento con antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) o glucocorticoides.

En los ultimos afos el uso de Anakinra se ha
ampliado “fuera de ficha técnica” con resulta-
dos esperanzadores en todas aquellas enfer-
medades inflamatorias mediadas por IL-1 en
las que por falta de respuesta de otros trata-
mientos o por severidades concretas (afecta-

(RTOTTTG YSTERNC 3 VVolumen 39 - N° 4/ 2020



Clinica

Figura 1. Esquema del papel de la IL-1y su receptor en la Inflamacidn y la activacién celular. Algunos componentes usados
en la figura son adaptacion a partir de algunos esquemas del Dr. JI Arostegui.
(Figura de elaboracion propia)

cion del sistema nervioso central) la biodispo-
nibilidad y eficacia de la IL-1Ra se demuestra
una opcién terapéutica adicional.

En los casos de tormenta de citocinas (Cytokine
Release Syndrome, o CRS), que en los ultimos
anos antes de la COVID-19 han ganado rele-
vancia especialmente como secundarios a la
inmunoterapia con linfocitos T que expresan
Chimeric Antigen Receptors (CAR-T), después
del éxito de los biolégicos anti-IL-6, el uso de
anakinra ha permitido respuestas y control de
los casos mas graves, aunque su indicacion
(especialmente cuando el CRS se acompafa de
neurotoxicidad) adn no ha sido introducida de
manera general en los protocolos de manejo
de la terapia CARE 4,

Otros bloqueantes anti-IL-1 existentes (Cana-
kinumab) pueden tener una vida media mayor
al tratarse de moléculas de mayor tamano, pero
a diferencia del Anakinra no influyen sobre
la sefalizacion de IL-1a, pues su bloqueo es
especifico de IL-1p. Aunque pueden aumentar
el riesgo de infecciones agudas bacterianas, se
trata de farmacos seguros. De hecho, la corta
vida media del Anakinra (4-6 horas) hace que

sea una terapia doblemente segura al dejar de
funcionar en cuanto deja de administrarse.

El nivel de tolerancia, la practica inexistencia de
inmunogenicidad (se trata de la misma molé-
cula natural, aunque se le anade una metionina
en el extremo aminoterminal, no se han des-
crito respuestas por este cambio) y sus caracte-
risticas farmacoclinicas hacen que se considere
uno de los biolégicos mas seguro, y aunque su
presentacién habitual estd pensada para su
inyeccion subcutdnea, puede darse en forma
intravenosa con una accién levemente mas
rapida pero igualmente segura incluso a dosis
de 1.000 mg/dia (cuando habitualmente no se
superan los 400 mg/dia). La posologia habitual
es de 10 mg/kg/dia a un maximo de dosis de
200 mg/dia dividido cada 12 horas (para nifios
<40kg) o 5 mg/kg/dia hasta una dosis maxima
de 400 mg/dia divididos cada 6-8 horas (nifios
> 40 kg y adultos).

Anakinra y SARS-CoV2

La infecciéon por SARS-Cov2 cuando desarro-
lla la enfermedad denominada COVID-19 (del
inglés coronavirus disease 2019) ha ocasionado
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una rapida pandemia con un nivel preocu-
pante de mortalidad. Aunque los casos leta-
les parece que se sitlan alrededor del 1%, los
casos graves pueden llegar al 20% de los sinto-
maticos (que podrian ser sélo un 15% aunque
algunos los definen mas en una cifra de hasta
40% de los infectados) y son estos por su leta-
lidad y sus secuelas los que se convierten en
el foco de los tratamientos médicos. Una parte
de la sintomatologia se explica por una hiper-
funcion de la respuesta inmunitaria (presente
incluso con viremias moderadas o bajas) que
llegan a producir una hiperinflamacion sisté-
mica mediada por citocinas inflamatorias y a
menudo denominada “tormenta de citocinas
en COVID19" (COVID19-CRS). Desgraciada-
mente tanto los antivirales, como los trata-
mientos antiinflamatorios generales y especifi-
cos han demostrado una reducida efectividad
en estas situaciones graves, siendo las medidas
de soporte vital las propuestas terapéuticas
mas claras en las situaciones criticas. Entre los
tratamientos especificos, existen evidencias
del efecto del bloqueo con anti-IL-6 (Tocilizu-
mab principalmente), inhibidores de quinasas
o del anakinra. En todo caso, los datos de los
dos primeros, llevados incluso a ensayos clini-
cos controlados, no permiten definir un bene-
ficio claro. Y en relacion a Anakinra existen
algunos estudios no aleatorizados (metodo-
I6gicamente mejorables) que si bien sugieren

esta “bondad” como farmaco para los casos
mas graves, necesitan estudios mds contun-
dentes para que pueda considerarse una indi-
cacién incuestionable® ©. Posiblemente el pro-
blema de todos estos abordajes esta en que el
COVID19-CRS es como toda tormenta citocina
consecuencia de multiples de estos mediado-
res y por tanto el bloqueo de uno sélo en gene-
ral no permite compensar la hiperinflamacioén.
Posiblemente sélo las combinaciones de estos
bloqueantes podran aportar beneficios claros,
pero los ensayos clinicos con multiples farma-
cos producidos por varias compariias son muy
complejos de ejecutar y muchas veces por pro-
blemas mas alla de los aspectos cientificos que
deberian primar.

En resumen, gracias al conocimiento de la fisio-
logia de las IL-1 y su papel en la patogenia de
muchas enfermedades, el anakinra que no es
mas que la forma natural antagonista anti-IL1
producida para su uso como farmaco, que
condiciona su corta vida media a poder tener
un perfil de seqguridad muy alto, con un rango
cuantitativo de dosis también muy amplio. Su
eficacia en la hiperinflamacion de los pacientes
afectos de COVID-19 es una opcion terapéutica
mas, aungue aun no confirmada de manera
categorica en un ensayo clinico. Posiblemente,
en un futuro el Anakinra pueda aumentar sus
indicaciones terapéuticas en enfermedades de
patogenia autoinmune o inflamatoria.

1 Dinarello CA, Thompson RC. Blocking IL-1: interleukin
1 receptor antagonist in vivo and in vitro. Immunol
Today. 1991 Nov;12(11):404-10.

2 Mertens M, Singh JA. Anakinra for rheumatoid
arthritis: a systematic review. J Rheumatol. 2009
Jun;36(6):1118-25.

3 Giavridis T, van der Stegen SJC, Eyquem J, Hamieh M,
Piersigilli A, Sadelain M. CART cell-induced cytokine
release syndrome is mediated by macrophages and
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Storm in Macrophage Activation Syndrome. ACR Open

5 Aouba A, Baldolli A, Geffray L, Verdon R, Bergot E,
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Gattorno M. Safety and efficacy of early high-dose IV
anakinra in severe COVID-19 lung disease. J Allergy
Clin Immunol. 2020 Jul;146(1):213-215.
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La quimera del COVID

or primera vez en la historia estamos siguiendo

el desarrollo de una vacuna en los medios

minuto a minuto como si se tratase de un par-

tido de fttbol. Y exactamente igual que quien
viera por primera vez un partido sin haber oido ape-
nas hablar de este deporte, la poblacién en general ve
movimientos y pases sin saber si el partido va a terminar
pronto, si habra prorroga o incluso penaltis.

;Qué hace una vacuna? ;Por qué todo el mundo tiene
sus esperanzas puestas en que llegue una? Empiezo por
el final, las vacunas no llegan, se trabaja en ellas, muy
duro, durante muchos afios a veces. Una vacuna es un
poco menos que master profesionalizante para nuestro
sistema inmune, lo va a preparar para ser eficiente contra
un enemigo, eso se puede conseguir de varias maneras:

= Vacunas atenuadas: contienen al agente pero en
baja cantidad y debilitado, son peligrosas si nuestro
sistema inmune no estd en buen estado, pero son
muy eficaces.

» Vacunas inactivadas: contienen al agente muerto,
suelen requerir recuerdo.

= Vacunas de fragmentos: contienen trozos del
agente, son bastante seguras incluso con problemas
de salud pero requieren recuerdo. Los fragmentos
pueden ser purificados o recombinantes (copiados
en el laboratorio) y de diversa naturaleza, ADN,
ARN, proteinas, polisacaridosy pueden contener
uno o varios fragmentos distintos.

CARMEN MARTIN

Facultativo Especialista Inmunélogo
Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Leén
Valladolid

» Vacunas de toxoides: bajas cantidades de la toxina
(atenuada) que segrega el agente, no sirven para los
virus, ya que los virus no funcionan asi.

Hay dos grandes hitos que han marcado en la historia
la disminucién de muertes en todo el mundo, el trata-
miento del agua potable y las vacunas, ambas muy por
delante de cualquier farmaco o de cualquier medida
social. Las vacunas tienen o pueden tener dos efectos:
preparan a mi sistema inmune y reducen el numero
de contagiadores que me rodean, asi que cuando me
vacuno contribuyo a la inmunidad de grupo y si los
demas se vacunan, me protegen a mi también aunque yo
tenga algin impedimento para vacunarme.

sEntonces una vacuna acaba con una epidemia? No, o
al menos, no inmediatamente pero mejora mucho la
situacién. Ninguna vacuna va a proteger al 100% de los
vacunados, para la gripe estacional, la eficacia cambia
cada afio pero ronda el 60%, para el sarampion se acerca
al 98%. Para los que han sido vacunados ineficazmente,
en cerca del 80% los sintomas son mas leves, como en
el caso de la varicela, por ejemplo. La ineficacia puede
deberse a factores de la vacuna, como su estabilidad o la
dosis y a factores del vacunado, como la edad, medica-
cion o su historial previo de infecciones.

Estamos viendo en las noticias cada pequefo tropiezo
en los ensayos clinicos, esto sucede con todos los farma-
cos aunque no esta habitualmente sometido a la opinién
publica. Si no hubiera ningtn efecto adverso, daria que

Volumen 39 - N° 4 /2020


mailto:cmartinalo%40saludcastillayleon.es?subject=

Clinica

Figura 1. Aproximacion de la distribucion por gravedad de los casos. A) en
un supuesto sin vacuna. B) en un supuesto con un 60% de vacunaciones. C)
en un supuesto con un 90% de vacunaciones. (Figura de elaboracién propia)

pensar que algo se esta controlando poco. La
legislacion europea en todo lo relativo a desa-
rrollo de farmacos es absolutamente garantista
de la seguridad.

Vamos a imaginar una ciudad de 700.000 habi-
tantes, podria ser Sevilla o Zaragoza, por ejem-
plo. Si nadie se ha vacunado todavia y partimos
de un 15% de habitantes inmunizados, podria-
mos llegar a un escenario de casos acumulados
con el tiempo, cuando toda la poblacion llegase
a haber estado expuesta, en que casi 150.000
enfermos pasasen por la UCI (Figura 1A) y con
la tasa de mortalidad estimada en Espana, uno
de cada ocho vecinos acabaria muriendo por
causa del virus (no se muestra en la figura).

En cambio, con que se vacunase el 60% de la
poblacién con una vacuna razonablemente efi-
caz segun la OMS (70% en condiciones de libre
circulacién y actividad), reduciriamos a menos
de la mitad tanto el nimero de vecinos que han
pasado por la UCI como el nimero de muertes
(Figura 1B) y si se vacuna el 90% de la pobla-
cidn, estos datos acumulados se reducirian a
menos de la décima parte (Figura 1C). Incluso
suponiendo que la inmunizacién no fuera com-
pleta, los vacunados que desarrollaran la enfer-
medad serian presumiblemente casos leves o
asintomdticos en su inmensa mayoria.

Si en esa misma ciudad pensamos en cémo
evolucionarian los contagios (figura 2), vamos
a imaginar que partimos de los mismos tres
supuestos, sin vacuna, con un 60% de la pobla-
cién vacunada y con el 90%. En una segunda
ronda de replicacion del virus (semana +4), la
situacién empeora.

Podemos tener confianza absoluta en que las
vacunas en Europa, avaladas por la EMA, son
seguras. Una vacuna no hard que una enfer-
medad desaparezca magicamente, pero mejora
mucho la situacion. Incluso aunque no nos pro-
tejan absolutamente, al 100%, la enfermedad
serd mas leve y no solo nos protegemos a noso-
tros mismos, sino que ayudamos a que quienes
no pueden vacunarse estén mas seguros.

iEntrenemos nuestra inmunidad!
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Figura 2. Contagiados (amarillo), inmunizados (verde) y decesos (negro) suponiendo un escenario A sin vacuna, B en el que se vacuna
el 60% de la poblacion y C en el que se vacuna el 90%, supuesto un 70% de eficacia para la vacuna. (Figura de elaboracién propia)
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Inmunologia de Cine en tiempos de

pandemia

ALFREDO CORELL

Catedratico de Inmunologia, Universidad de Valladolid

| cine ha sido siempre retrato vivo y fiel de la

historia. Se podrian explicar muchas materias de

las diferentes areas de conocimiento concate-

nando diferentes filmes (o secuencias de estos)
que revelaran a los estudiantes la evolucién de un
determinado conocimiento, o el modo en el que se han
realizado descubrimientos, hallazgos o avances cienti-
ficos.

El impacto audiovisual del visionado de una pelicula
deja una huella mas eficaz y agil en el aprendizaje de
los estudiantes que otros recursos docentes. Si ademas
combinamos el debate y la reflexién a continuacién del
visionado, se produce un aprendizaje creativo y repleto
de matices. Ademas, el uso del cine como herramienta
docente acerca la ciencia mas a los estudiantes (y a la
poblacién en general), consiguiendo romper la mitifi-
cacion que se tiene de la ciencia y de los cientificos.En el
fondo, no estamos inventando nada, pues el cineférum
se conoce y practica desde hace casi tantos afios como
el cine. Asi que esta aproximacion la hemos utilizado
para el estudio del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida en el programa de la asignatura “Inmunopa-
tologia” de 5° del Grado en Medicina, desde hace mas
de 10 anos, en la Universidad de Valladolid.

El uso del cine como recurso docente, es muy inte-
resante pero no es trivial. Requiere un esfuerzo
reflexivo de los docentes. No es suficiente con loca-
lizar una pelicula (o secuencia interesante) que ayude,
profundice o complemente alguin aspecto del curriculo
de la asignatura que estamos impartiendo. Ademas,
es necesario que hagamos una buena programacion
de la actividad en su conjunto. Es importante preparar
bien la actividad, y presentarla y contextualizarla a los
estudiantes, para que no resulte un pegote. Hay que
hacérsela atractiva y motivadora. En nuestro criterio,

como toda actividad de aprendizaje ha de ser valida
para la evaluacion de los estudiantes. Hay que plani-
ficar muy minuciosamente el “antes’, el “durante” y el
“después” del visionado de la pelicula™.

En cuanto al“antes” de la actividad, después de revisar
las diferentes peliculas que abordan algun aspecto
socio sanitario sobre el Sindrome de Inmunodeficiencia

Figura 1.
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Adquirida’?, nos decantamos por
“En el Filo de la Duda” (pésima
traduccién del original “And the
Band Played on” de 1993, Figura
1) de Roger Spottiswoode. Es la
adaptacién homénima del libro
publicado por Randi Shilts®
(figura 2) en el que se narra la
historia cientifica, politica, vy
humana de los primeros cinco
anos del SIDA en los EE.UU. (1980-
85). Resulta particularmente inte-
resante la historia cientifica que, a
diferencia de muchas otras peli-
culas sobre el SIDA -como por
ejemplo Philadelphia- aborda
diferentes aspectos inmunolé-
gicos, virolégicos, epidemiolé-
gicos y bioéticos durante esos
primeros anos de la enfermedad.

No es la mejor pelicula sobre

el SIDA en términos artisticos ni técnicos. Pero en mi
criterio si es la que tiene mas valores como elemento
docente. Por una parte, su ritmo trepidante ayuda a
que los estudiantes se zambullan en este momento de
la historia, tan lejano para ellos. Esta rodada en tempo
casi documental. Los personajes son en su inmensa
mayoria reales, muchos de ellos aun vivos y contras-
table su trayectoria profesional. Ademas, el SIDA es
en la actualidad y en nuestro entorno inmediato una
enfermedad crénica y casi olvidada en las noticias. Esto
ha sido gracias al tratamiento con los farmacos anti-
rretrovirales, pero hay aun cerca de 700.000 muertes
anuales por SIDA en el planeta, la mayoria de ellas en
el Africa subsahariana, Sudamérica y Sudeste asiatico.

Con respecto al “durante’, algunos afnos cada estu-
diante ha visionado la pelicula en su domicilio (esta en
multiples formatos en repositorios de videos online).
El DVD de la version espafiola estd descatalogado. Es
mucho mas interesante la versién original, porque
hay una sobreimpresién de los datos de la pandemia
y las localizaciones geograficas de las secuencias que
ha desaparecido en la version doblada al espanol.
Otros anos nos hemos reunido en un aula con buen
proyector y audio (a peticién de los estudiantes) y
hemos visto la pelicula todos juntos. He de decir que
este formato ha sido mucho mas enriquecedor que
el del visionado individual. El dia de la proyeccién, se
les presenta la historia de la pelicula, las fotografias
comparando a los actores y actrices con los personajes

Figura 2.

reales, asi como las grandes cifras
de la pandemia, mediante una
proyeccién de diapositivas breve.
Debe ser breve para ponerles en
situacién, porque la pelicula es
larga (140 minutos).

Y finalmente, “después” de
la proyeccién, se organiza un
debate entre los asistentes.
Debate que resulta apasionado
y motivador. Muchisimos estu-
diantes se quedan en “shock”
porque desconocen realmente
lo que supuso esta pandemia en
los afos 80 y principios de los 90.
Les permite, ademas, hacer para-
lelismos con el mundo actual. En
este momento... la comparativa
con la pandemia por SARS-CoV-2
es brutal. Con sus analogias y sus
diferencias.

Para motivar el debate, a veces he afladido un pequeno
cuestionario con la herramienta Kahoot, que nos
permite sondear su opinién en directo y asi arrancar de
un modo mas facil y fluido el debate. Ademas, con esta
herramienta que les permite a todos conectarse desde
sus terminales moviles, produce una participacién
masiva en las opiniones, que de otro modo seria muy
complejo de conseguir.

Al acabar el debate les proponemos una encuesta de
satisfaccion sobre la actividad y el aprendizaje expe-
rimentado. Las respuestas son excepcionales, y hay
mas de un 95% de estudiantes que la consideran una
actividad muy productiva, atractiva e interactiva.
Nos proponen seguirla haciendo cada afo, la reco-
miendan como una pelicula de aprendizaje a sus fami-
liares y amigos. Hasta tal punto, que en este ano 2020
habiamos llegado a un acuerdo con una Sala de Cine
de Valladolid para realizar la proyeccién en una sala real
de cine, y las butacas que no se utilizaran con los estu-
diantes del grado, ofertarlas a la ciudadania, e invitarle
igualmente al debate posterior, en un evento de divul-
gacién del proyecto Immunomedia al que bautizamos
como “Defensas de cine”. Lamentablemente la fecha
programada para la proyeccién era el 17 de marzo,
y hubo que suspenderla con motivo del estado de
alarma, declarado por la Covid-19. Asi que esta expe-
riencia que mezcla docencia y divulgacion cientifica ha
quedado preparada para momentos en que se pueda
hacer con todas las garantias.
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A continuacién, adjuntamos anexa la ficha técnica y

- ] ] " FICHA TECNICA
artistica de la pelicula, asi como criticas y las preguntas
para reflexion que entregamos a los estudiantes cada Director: Roger Spottiswoode
afo. De modo que puedan serviros de guién para Productora: HBO pictures / Odissey Ent.

quienes incorporéis esta actividad en vuestra docencia. Musica: Carter Burwell
Cuestion esta, a la que os animo encarecidamente. Co-produccion: Arnold Schulman y Edward
Tetes.

FICHA ARTISTICA Productores ejecutivos: Aarén Spelling y
E.Duke Vincent

Matthew Modine | Dr. Don Francis

Producida por: Midge Sanford y Sarah Pillsbury

Alan Alda | Dr. Robert Gallo

17, L [ 5 Guidn de: Arnold Schulman basado en el libro
Dr. Frangoise Barre de Randy Shilts.

Dr. Dale Lawrence Ao de Produccion: 1993

MESORISIONE Duracién: 140 minutos

Eddie Papasano EEUU (idioma original: inglés)

Antique Shop Owner

Dr. Mika Popovic

Dr. Mervyn Silverman SINOPSIS

O Esta pelicula, adaptacion del libro documental de
Dennis Seeley Randy Shilts del mismo titulo, narra la historia cientifica,
Dr. Jean-Claude Chermann politica, y humana de los primeros cinco afios del SIDA
O T en los EE.UU. (1980-85). En ella vemos el trabajo del
Dr. Betsy Relsz equipo cientifico encabezado por el Dr. Don Francis, las
Dr. Dennis Donohue dificultades a las que se enfrentan, tanto a nivel cien-
Dr. Marc Conant tifico como econémico (problemas de financiacién por
Dr. Willy Rozenbaum parte del gobierno conservador de Reagan) y cémo
Brian McDonough su disponibilidad a colaborar con el equipo de investi-
Bobbi Campbell gacién francés implicé la retirada del apoyo de Robert
Brother Gallo, con la posterior polémica sobre el descubri-
William W. Darrow, Ph.D miento y aislamiento del virus del SIDA.

Congressman Phil Burton

lan McKellen | Bill Kraus ALGUNOS APUNTES HISTORICOS

Peter McRobbie | Dr. Max Essex . ~ . . cLos g
En los primeros anos de la epidemia, el SIDA recibié

diversos nombres, muchos de ellos relaciondndolo
exclusivamente con la homosexualidad: “Gay
compromise Syndrome”, “Gay Cancer”, o “Gay Related
Immune Deficiency (GRID)". En Julio de 1982, en una
reunion celebrada en Washington surgi6é finalmente
el acréonimo AIDS o SIDA (por Sindrome de Inmuno
Deficiencia Adquirida). En Septiembre de ese mismo
ano, el sindrome seria definido por el CDC. En 1983
Luc Montagnier aislé el virus LAV (y que Robert Gallo
identific6 como agente causal del SIDA). Las vias de
transmisién del virus se fueron conociendo progresi-
vamente. La estigmatizante enfermedad de las cuatro
haches (homosexuales, heroinbmanos, haitianos y
hemofilicos) pasaba de estar relacionada con ciertos
grupos a ser entendida como una enfermedad virica
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Fancy | Dr. Michael Gottlieb
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Laura James | Margaret Heckler

Michael Kearns | Cleve
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con una epidemiologia propia, siendo un riesgo para medad, se considera el pistoletazo de salida para que
toda la sociedad (1985). El reconocimiento del actor toda la sociedad tome conciencia de que estamos ante
Rod Hudson en 1985 de su padecimiento de la enfer- una de las epidemias mas devastadoras del siglo XX.

Dice el refran espafiol que de buenas intenciones esta empedrado el infierno. Algo asi cabria decir de“En el filo de
la duda’, la pelicula de Roger Spottiswoode que parece nacida del espiritu “We are the world”, aquella cancién que
hace afos grabaron a coro un gran nimero de cantantes a beneficio de la infancia del Tercer Mundo. Ese mismo
espiritu, el de colaborar desinteresadamente en una causa altruista, es el que anima a la larga pléyade de actores
gue intervienen en el filme, pero también el que fastidia (por no decir un sinénimo mas vulgar) este invento.

Veamos: o se hace una pelicula, con todas sus consecuencias de ritmo narrativo, unidad tematica, progresion
dramatica y protagonistas centrados, o se hace un panfleto (en la mas benévola de sus acepciones) de denuncia
contra la ceporra Administracién Reagan, que permitié con su puritanismo y mojigateria el avance imparable del
SIDA, y contra el doctor Roberto Gallo, un auténtico ogro de esta fabula para adultos, que debié hacerle algo muy
feo al doctor Francis (el médico de la OMS aqui biografiado) para que salga tan mal parado en la cinta, segura-
mente con toda la razén del mundo. Pero las dos cosas a la vez, pelicula y panfleto, no es posible hacerlas.

Asi, a pesar del dramatismo de la epidemia y del buen hacer de Roger Spottiswoode (de quien se recuerda todavia
la espléndida “El tren del terror”y la notable “Bajo el fuego”), la historia va avanzando por mera acumulacién de
secuencias, con multitud de personajes, sin centrarse practicamente en ninguno, salvo en el bueno del doctor
Francis, atormentado por el fantasma de una enfermedad africana precursora del temible sida, que no supo o no
pudo atajar a tiempo. Quedan de esta forma apenas esbozadas lineas de guién que se reducen a meros brochazos,
como la relacion sentimental entre el congresista demdcrata gay y su compafero oriental, o el timido intento de
seudo policiaco con la busqueda del llamado paciente cero, del que partiria probablemente el contagio de la
enfermedad en Estados Unidos, o la hostilidad declarada entre Gallo (un insoportable divo de la medicina, seguin
el filme) y Francis.

Con todo, bienvenida sea una obra como ésta que habla a las claras de esta peste de nuestro tiempo; no pasard a
ninguna historia del cine, pero al menos hard que mas gente deje de taparse los ojos ante el pavoroso avance de
un mal irresistible.

Enrique Colmena (CRITICALIA)

Salvo Matthew Modine, que esta presente durante casi toda la pelicula, con otros que son actores secundarios,
esos nombres de famosos, y otros muchos mas que se podrian citar, tienen en ella sélo una breve intervencion.
El protagonista es el SIDA. And the Band Played On (“Y la banda sigue tocando’, 0 “Y la cosa no para”) es el titulo
original de la pelicula y del libro (bestseller en Estados Unidos) de Randy Shilts en que se basa. Arnold Schulman
ha hecho un guidn eficaz, muy cercano al documental, o a su apariencia, sobre los primeros afos del descubri-
miento del SIDA y de las distintas reacciones ante él: en personalidades y en gente anénima, intereses comerciales
de instituciones privadas, vision politica oficial y lentitud administrativa, luchas y envidias entre profesionales e
investigadores: Robert Gallo contra el Instituto Pasteur...

Como documentacién, el film redne nombres, fechas exactas, sucesos histéricos comprobables, y los armoniza
en un multirrelato movido y &gil, sin respiro, que mantiene encendidos varios fuegos de interés a la vez. Todo,
contado al mas puro estilo de la industria norteamericana, con sus habituales tics de comprobada eficacia, y ese
aire de soplete con pedal y jaleo que impide el muermo y las paperas: y jhale, hale, hale, que no decaiga! Asi, aun
con todo, la pelicula tiene una duracién mucho mas larga de la normal, y en el montaje se advierten repentinos
y drasticos cortes, como si respondieran a un “No hay mas remedio, tenemos que quitarle media hora mas”. Sin
embargo, resulta interesante hasta el final, aunque no profunda.
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El tono humano, por decirlo de algin modo, es formalmente correcto, incluso en situaciones que podrian haber
dado pie a un excusable verismo. La actitud mental desde la que se ve a los enfermos del SIDA es, cierto, humani-
taria, y en ocasiones muestra comportamientos de singular generosidad. Pero la de la pelicula es una actitud mas
gue comprensiva, no porque invite a llegar al limite de lo heroico, sino porque no comprende, entre sus brazos
abiertos al enfermo, ninguna referencia moral-religiosa. Seguramente, y en los mas de los casos —como docu-
menta el film—, no se enferma de cancer por los mismos motivos que se enferma de SIDA; en todo caso, algo mds
necesita el enfermo que atencidn clinica. Los numerosos y famosos actores que han participado en este film lo han
hecho gratis, como un modo de cooperar a la lucha contra el SIDA. Igual que casi todos ellos en sus declaraciones,
la pelicula propone implicitamente la pareja homosexual y la homosexualidad abierta con la misma pretendida
dignidad que el matrimonio y la familia natural, pues juzgan la persona y sus hechos desde una egolatria radical.

(P.A.U., BLOGGERMANIA)

Para la mayoria de la sociedad la ciencia es una actividad neutral, con una ldgica interna y que funciona indepen-
dientemente de cuestiones sociales, histéricas, econdmicas, politicas, etc. Esta vision deformada se caracteriza por:

Resaltar la experimentacidn neutra y el propio azar, y olvidar la hipétesis como eje central de la investigacion.
Concebir la actividad cientifica como rigida, mecénica.

Concebir la ciencia como aproblematica y ahistdrica.

Concebir la ciencia como exclusivamente analitica, parcelada.

Concebir la ciencia como un mero acumulo de saber.

Concebir la ciencia como individualista y elitista, obra de genios aislados.

Pensar la ciencia totalmente descontextualizada: ignorando las relaciones Ciencia-Tecnologia-Sociedad.

Creo que En el filo de la duda es un buen ejemplo de casi todo lo contrario al concepto social arriba definido de
“investigacion” En ella queda claro que:

La hipotesis es el eje de la investigacion.

La investigacion no es una mera sucesion de etapas que se suceden mecanicamente.

El cientifico se encuentra con muchos problemas y dificultades a la hora de investigar.

La investigacion es un trabajo colectivo, en equipo.

Ni la ciencia, ni el cientifico son socialmente neutros. Estan fuertemente influidos por las corrientes politicas y

sociales del momento.

(Conocias la historia de la enfermedad?

¢{Te ha sorprendido la rivalidad entre diferentes grupos de cientificos?

{Te imaginabas que un cientifico no tuviese dinero ni para un microscopio?

(Pensabas en el SIDA como una enfermedad controlada y erradicada, o no te preocupaba?

;Sabias que en los ainos 94-95 fue la principal causa de mortalidad a nivel mundial?

¢Sabias que durante muchos anos en los certificados de defuncién no se ponia el motivo real de la muerte,
sino las infecciones oportunistas o tumores que presentaban los pacientes?

¢Sabias que tanto el virus como la enfermedad tuvieron nombres previos?

;Qué te ha llamado mas la atencion de esta historia?

1 Guerra Retamosa C. Laboratorios y batas blancas en el cine. Rev. diciembre de 2020];2(3):102-13. Disponible en: https://revistas.
Eureka Ensef.Divulg.Cienc. [Internet]. 20 de octubre de 2017 usal.es/index.php/medicina_y_cine/article/view/178
[citado 24 de diciembre de 2020];1(1):pp. 52-63. Disponible en:
https://revistas.uca.es/index.php/eureka/article/view/3972

3 Shilts R. And the band played on (politics, people, and the AIDS
epidemic). Stonewall Inn Editions (first published November 1st
2 Pais De Lacerda A. El cine como documento histérico: el SIDA en 1987). ISBN13: 9780312241353.
25 anos de cine. rmc [Internet]. 11 de julio de 2008 [citado 24 de
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