REVISION

Antigenicidad de las proteinas recombinantes
Antigenicity of recombinant proteins

M. Lopez-Hoyos*, G. Fernandez-Fresnedo**, H. Lopez-Escribano*, A.L.M. de Francisco**

*Servicio de Inmunologia. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Servicio Cantabro de Salud. Santander
**Servicio de Nefrologia. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Servicio Cantabro de Salud. Santander

La aplicacion de la biotecnologia en Medi-
cina ha experimentado un desarrollo
espectacular en los Gltimos anos. Ejem-
plos de maxima actualidad son la terapia
génica y el empleo de células madre toti-
potenciales en terapias celulares y tisula-
res, potenciados todos ellos por el desa-
rrollo del Proyecto del Genoma Humano
(1,2). Otros casos mas conocidos y de
aplicacion practica mas extendida son las
proteinas, especialmente los enzimas, los
factores de crecimiento y los anticuerpos
(Acs) monoclonales. ElI mayor empleo de
las proteinas se debe en parte al progreso
en el conocimiento de sus funciones y a la
capacidad de producir proteinas recombi-
nantes (3). Estas proteinas no sélo se
pueden fabricar a gran escala, sino que es
posible disenar proteinas con propiedades
mejoradas de forma especifica para alcan-
zar el efecto perseguido como, por ejem-
plo, los Ac quiméricos o humanizados (4).
El uso extendido de las proteinas recombi-
nantes es paralelo al desarrollo simulta-
neo de dianas diagndsticas y terapéuticas
motivado por el mejor conocimiento de las
funciones de las proteinas, gracias a la
gendmica y la proteémica (5). Sin
embargo, esta tecnologia y el conoci-
miento derivado de ella se adelantan
muchas veces a la redaccién de las leyes,
por lo que su aplicacion ocasiona malti-
ples problemas éticos (6).

Por otro lado, la produccion de forma indivi-
dual de las proteinas recombinantes ori-
gina muchos problemas de consistencia
del producto y cambios en la manufactura.
Todo ello puede dar lugar a problemas de
inmunogenicidad, a los cuales no se les
presta atencién en principio, dado que el
objetivo perseguido suele ser reemplazar la
funcién de una proteina deficitaria o no fun-
cionante (7). De hecho, son escasos los
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trabajos publicados que investiguen la
capacidad inmunogénica de las proteinas
recombinantes empleadas en terapéutica
(8,9). A lo sumo, sblo se demuestra la pro-
duccidon de Acs dirigidos frente a dichas
proteinas. Estos Acs pueden tener capaci-
dad neutralizante o inhibitoria de la funcién
proteica, aunque en otras muchas ocasio-
nes no tienen ningln efecto. No obstante,
no hay practicamente articulos en los que
se demuestre donde reside la capacidad
inmunogénica de la proteina recombinante
cuando induce la produccion de Acs.

Con el término de inmunogenicidad se
describe la capacidad que tiene una molé-
cula de inducir una respuesta inmunitaria.
Los elementos especificos del sistema
inmunitario originados como consecuencia
de esa respuesta reconoceran dichas
moléculas inductoras, conocidas como
antigenos. Como norma general, cualquier
molécula puede ser antigeno, es decir, ser
reconocida por los elementos del sistema
inmunitario. Sin embargo, no todos los
antigenos son inmundégenos, es decir, no
desencadenan una respuesta inmunitaria.
Ademas, hay antigenos que son excesiva-
mente pequenos para inducir este tipo de
respuestas por si solos. Necesitan unirse
a otra molécula de mayor tamano, denomi-
nada “carrier” o transportador. Ese anti-
geno, que es inmundgeno Gnicamente
cuando se une a un transportador, se
denomina hapteno (10). En el caso de las
proteinas recombinantes, algunas de ellas
seran inmundgenas mientras que otras
seran Gnicamente antigenos sin capacidad
de generar una respuesta inmunitaria
(Figura 1).

Atendiendo a la inmunogenicidad de las
proteinas recombinantes, las podemos
dividir en vacunas y proteinas sustitutivas
(enzimas y factores de crecimiento). En el
primer caso, la inmunogenicidad es el
objetivo buscado (11). Por el contrario, con
las proteinas sustitutivas la inmunogenici-
dad es un efecto adverso que puede alte-
rar el efecto sustitutivo perseguido con
ellas (12).

La presente revision pretende analizar
cuando una sustancia recombinante es
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Fig. 1: Una proteina recombinante puede comportarse
como antigeno y/o inmundgeno. Cualquier molécula
puede ser reconocido por el sistema inmunitario
(antigeno), pero no todos los antigenos tienen
capacidad de inducir una respuesta immune
(inmunégeno).

inmundgena y qué factores distintos a la
molécula por si misma contribuyen en la
induccién de una respuesta inmunitaria.
Gran parte de los datos se referiran a los
antigenos convencionales debido a la
escasez de trabajos referidos a las protei-
nas recombinantes.

Factores determinantes de la
inmunogenicidad de una proteina
recombinante

Existen tres tipos de factores que pueden

contribuir a la induccién de una respuesta

inmunitaria por parte de una molécula

recombinante (8):

e Factores propios del antigeno: filogenia,
diferentes patrones de glicosilacion, con-
taminantes, etc.

e Factores intrinsecos del huésped: gené-
ticos, infecciones concomitantes, etc.

* Factores relativos a la administracion del
antigeno: dosis, ruta de administracion,
duracion del tratamiento, intervalo entre
dosis, etc.

Ademas, es probable que en el caso de

las proteinas recombinantes participen

otros factores desconocidos hasta el
momento y que sean propios de este tipo
de moléculas.
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Factores propios del antigeno

Es logico pensar que la diferencia filogé-
nica existente entre la fuente de donde se
obtiene la proteina administrada y el ser
humano sea uno de los determinantes
mas importantes de la inmunogenicidad
de una proteina recombinante. Asi, toda
molécula extrana al ser humano originara
una respuesta inmunitaria, tanto méas
potente cuanto mayor sea la diferencia en
la escala filogénica respecto a la especie
humana. Las primeras evidencias al res-
pecto provienen del empleo de sustancias
de origen animal como la calcitonina de
salmén (13) o la adenosina deaminasa
bovina (14). Sin embargo, existen casos
de proteinas de origen humano que, a
pesar de la igualdad de secuencia, al ser
administradas han producido fuertes res-
puestas de Acs, como el interferon§ (15)
o la hormona de crecimiento (16). Es mas,
proteinas recombinantes producidas con
secuencias practicamente idénticas a las
humanas han mostrado capacidad inmuno-
génicas. El ejemplo mas reciente es el de
produccion de Acs anti-eritropoyetina
(tanto endégena como exdgena) tras la
administracién de la proteina recombi-
nante (17). Sin embargo, no existe una
regla fija respecto a la importancia de la
igualdad de secuencia aminoacidica
puesto que existen casos de proteinas
recombinantes producidas con cambios
sustanciales de secuencia que no incre-
menta su capacidad inmunogénica, como
el IFN-a2A (18).

Ademas de la similitud de la secuencia de
la proteina recombinante con la molécula
humana, existen otros factores propios de
la estructura del antigeno recombinante
que pueden afectar a su inmunogenicidad,
que se explican a continuacion.

Tamano

Las moléculas de un tamano mayor de 10
Kd son mas inmunogénicas que aquellas
con un tamano mas pequeno. El ejemplo
mas claro de molécula que no induce una
respuesta inmunitaria por su tamano
pequeno es el de los haptenos (10).

Naturaleza quimica

En principio, todas las proteinas son anti-
génicas y la gran mayoria inmunogénicas.
La capacidad de inducir respuestas inmu-
nes aumenta cuanto mas compleja es la
estructura de la proteina como, por ejem-
plo, cuando se compone de aminoacidos
aromaticos (19,20).
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Los polisacaridos inducen respuestas
inmunes en unas especies (humano,
ratén) y no en otras (conejo, cobaya). Por
otro lado, el grado de glicosilacion de las
proteinas recombinantes induce cambios
conformacionales que modifican las pro-
piedades de solubilidad de la molécula o
que induce la exposicion de epitopos crip-
ticos o escondidos (20). Asi, el IFN-B pro-
ducido en E. Coli posee mayor capacidad
inmunogénica que el producido en células
de cobaya porque la bacteria es incapaz
de glicosilar la proteina recombinante y, de
este modo, se reduce su solubilidad (21).
Sin embargo, no se ha demostrado hasta
la fecha que la hiperglicosilacién sea
capaz de aumentar la inmunogenicidad de
una proteina.

Los lipidos y acidos nucleicos por si mis-
mos no son capaces de desencadenar res-
puestas inmunitarias, pero si funcionan
como haptenos. Los ejemplos mas conoci-
dos estan relacionados con la produccién
de autoanticuerpos frente a un lipido como
la cardiolipina, que se mezcla con la beta-
2 glicoproteina | para inducir una res-
puesta inmune frente a ella (22), o frente
a un acido nucleico como el ADN nativo o
de doble cadena, en el que la respuesta
humoral frente a él se desencadena al for-
mar complejos con proteinas como las his-
tonas (23).

Configuracioén

Las moléculas complejas pueden inducir
respuestas inmunitarias con mas facilidad
que las simples. De este modo, las protei-
nas globulares o policatenarias presentan
muchos mas epitopos inmunogénicos que
las proteinas lineales, mas simples
(19,20).

Accesibilidad

Para que se genere una respuesta inmuni-
taria frente a un antigeno se precisa que
dicho antigeno se presente a los elemen-
tos del sistema inmunitario. Por ello, se
entiende que los antigenos superficiales
en la estructura de una proteina tengan
mayor poder inmunogénico que los antige-
nos escondidos (24).

Carga

Los antigenos que contengan un mayor
nlmero de residuos acidos o basicos indu-
ciran respuestas inmunitarias con mas
facilidad que los que tengan mayor propor-

cién de residuos neutros o los que su
carga total sea neutra (19,20).

Factores propios del huésped

El desencadenamiento de una respuesta
inmune frente a cualquier antigeno va a
estar determinado por las caracteristicas
del huésped que se enfrente a dicho anti-
geno. La mejor manera de entender la
importancia del huésped la encontramos
al considerar las enfermedades autoinmu-
nes (25). Estas enfermedades se produ-
cen por una respuesta del sistema inmune
frente a los antigenos propios o autoanti-
genos que, légicamente, son todas las
moléculas de nuestro organismo. Sin
embargo, s6lo un porcentaje relativamente
bajo de sujetos va a responder frente a
esos autoantigenos y desarrollar una
enfermedad autoinmune. Esta situacion
esta motivada en gran medida por las
caracteristicas intrinsecas del individuo,
ademas de factores ambientales y extrin-
secos (25). Entre las caracteristicas del
huésped que condicionan que un sujeto
sufra una enfermedad autoinmune por una
respuesta inmune inapropiada y otro no
destaca la carga genética, con una clara
influencia del sistema mayor de histocom-
patibilidad (HLA) (26).

El ejemplo de la reaccién frente a un anti-
geno propio se puede trasladar a los anti-
genos recombinantes. Las moléculas HLA
expresadas en las células presentadoras
de antigeno (macrdfagos, células dendriti-
cas, neutréfilos) son las encargadas de
presentar el antigeno a los linfocitos T
CD4+ que son el eje central de toda la res-
puesta inmunitaria mediante la secrecion
de citocinas y la interaccion con otras célu-
las del sistema inmunitario. Como resul-
tado final se producird una respuesta
humoral, mediada por Acs, 0 una res-
puesta celular (27).

Por otra parte, un defecto genético para
una molécula puede ser la causa del
desencadenamiento de una respuesta
inmunitaria frente a la proteina recombi-
nante que se administra para suplir su
ausencia. Asi, se ha demostrado la pro-
duccion de Acs anti-eritropoyetina (EPO) en
pacientes con una mutacion para el gen
de la EPO (28). De este modo, los linfoci-
tos B, que reconocerian la EPO enddgena
en condiciones normales, no desarrollarian
los fenbmenos de tolerancia central ni
periférica, de manera que las células B
EPO-especificas sobrevivirian y madurarian
en la periferia (29). Estas células, al admi-
nistrarse la EPO recombinante para suplir
Su ausencia, reaccionan y producen Acs
frente a la EPO.

Gac Med Bilbao 2004; 101: 17-21 [26]



Ademas de los factores genéticos, existen
maltiples factores propios del huésped de
otra indole (Figura 2):

e Edad: las respuestas inmunitarias son
menos eficaces en los recién nacidos,
por inmadurez del sistema inmunitario, y
en los ancianos, por deterioro (30).

¢ Estado nutritivo: el déficit en nutrientes y
oligoelementos condiciona una funcién
del sistema inmunitario inapropiada
(32).

e Estrés fisico y psiquico: las condiciones
de estrés condicionan un cierto grado de
inmunodepresion (31).

¢ Inmunodeficiencias e inmunosupresion:
toda situacion en la que la funcién inmu-
nitaria esté deprimida facilitara la tole-
rancia frente a sustancias extranas,
como las proteinas recombinantes (32).

e Farmacos 0 agentes quimicos: estas
sustancias pueden tener un doble efecto
segln que depriman la funcién de las
células del sistema inmunitario o funcio-
nen como adyuvantes que potencian las
respuestas inmunitarias (33). Ademas
pueden funcionar como transportadores
de proteinas recombinantes que sean
haptenos e inducir una respuesta
inmune.

Infecciones: los agentes microbianos

pueden facilitar la respuesta del sistema

inmune frente a una proteina recombi-
nante mediante diversos mecanismos

(34). Asi, el adyuvante completo de

Freund o el lipopolisacarido de las pare-

des bacterianas pueden inducir activa-

cion policlonal de linfocitos B y facilitar
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las respuestas de Acs. También es posi-
ble inducir respuestas policlonales por el
efecto activador de superantigenos bac-
terianos y virales (35). Diversas molécu-
las derivadas de microorganismos pue-
den actuar de transportadores de
proteinas recombinantes (haptenos) que
por si solos no inducen respuestas
inmunitarias, pero si al unirse a esos
transportadores. Los microorganismos
también pueden inducir una respuesta
inmunitaria frente a la proteina exégena
por un mecanismo de mimetismo mole-
cular (36).

Factores relativos a la manufactura del
producto

Los procedimientos de clonaje y produc-
cion de una proteina recombinante en su
fase de experimentacion basica son relati-
vamente faciles de controlar dado que se
tratan de experimentos a pequena escala,
donde cada una de las variables del pro-
ceso es facil de supervisar. Evidente-
mente, las empresas farmacéuticas, una
vez que se deciden a sacar un producto
recombinante al mercado, se encargan de
establecer rigurosos controles de calidad
durante todo el proceso de produccion.
Como se ha comentado al principio de
esta revision, el efecto inmunogénico no
es el que se busca con una proteina
recombinante y es posible que pequenas
modificaciones en la produccion a gran

Fig. 2: Factores relativos al huésped no genéticos que influyen en las respuestas inmunes. Ademas de la
contribucion genética, sobre todo del sistema HLA, existen mdltiples caracteristicas y situaciones temporales,
propias del huésped donde se induce la respuesta inmune, que pueden modificar el funcionamiento normal del
sistema inmunitario y del desarrollo de las respuestas inmunes.
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escala (impurezas y contaminantes de las
células huésped productoras, modificacio-
nes proteicas, formacion de agregados,
etc.) repercutan en la capacidad inmunogé-
nica de la molécula (37).

Por otro lado, el mantenimiento de la
cadena del frio suele ser crucial para un
correcto mantenimiento de la proteina
recombinante. Dado que se trata de pro-
ductos gue en muchas ocasiones se admi-
nistran por el propio paciente, es fre-
cuente que los viales se conserven a
temperatura ambiente, lo que puede facili-
tar la formacion de agregados y la oxida-
cién del producto, especialmente en aque-
llos productos liofilizados (38). Otras
veces, para evitar el problema con los pro-
ductos liofilizados, la proteina recombi-
nante se suministra en suspension liquida
acompanada de moléculas estabilizado-
ras. Hasta hace unos anos la mas utili-
zada era la albdmina sérica humana. Sin
embargo, el empleo de este estabilizador
se ha prohibido en la Union Europea, pero
no en EEUU, debido al riesgo de transmi-
sién de encefalopatia. La albdmina se ha
sustituido normalmente por otros estabili-
zadores como el Tween-80 y aceites de gli-
cerol (39). En este sentido, es posible
especular que combinaciones como la
anterior aumenten la inmunogenicidad de
la proteina recombinante administrada en
la suspension por un efecto adyuvante
(40).

Factores relativos a la administracion del
antigeno

Ademas de todos los factores descritos
hasta el momento, existen otros propios
de la forma de administracion de la prote-
ina recombinante que pueden ser los
determinantes de la produccién de una
respuesta inmunitaria y que tienen una
explicacion légica desde el punto de vista
de la Inmunologia.

El primero de estos factores es la via de
administracion del antigeno. Asi, las rutas
subcutanea (s.c.) e intramuscular (i.m.)
serian las més inmunogénicas. En
segundo término estaria la via intravenosa
(i.v.) y, en @ltimo lugar, seria la via oral
(v.0.) la que tendria menor capacidad
inmunogénica (20). Este orden es logico si
se piensa en las rutas que se emplean
para la administracion de vacunas, que
son la s.c. o la i.m. En cambio, nunca se
emplea la inyeccion i.v. para vacunar y
conseguir una respuesta de Acs protec-
tora. Ademas, la v.0. no sélo no se emplea
para conseguir una correcta vacunacion
frente a un antigeno, sino que se ha utili-
zado como ruta de tolerizacion frente auto-
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antigenos en modelos experimentales de
enfermedades autoinmunes (41).

La explicacion inmunoldgica para la dife-
rente capacidad inmunogénica de las rutas
de administracion de un antigeno radica
en el tipo de células presentadoras del
antigeno (APC) que se encuentran en un
tipo u otro de localizacion. Asi, cualquier
antigeno o proteina recombinante que
entre en nuestro organismo por via s.c. o
i.m. sera captada inmediatamente por
células dendriticas y macrdfagos presen-
tes en la epidermis o en tejidos circundan-
tes (42). Estos dos tipos de APC rapida-
mente migraran hacia los ganglios
linfaticos periféricos donde interaccionaran
con las células T colaboradoras especifi-
cas para el antigeno que origina esta reac-
cion. Posteriormente, estas células T acti-
vadas antigeno-especificas podran
interaccionar con células B antigeno-espe-
cificas promoviendo la produccion de Acs
dirigidos frente al antigeno primitivo (Figura
3). En cambio, cuando la entrada del anti-
geno es i.v., sera captado por otro tipo de
APC como las células B que, ademas de
producir Acs también puede procesar el
antigeno y presentarlo a las células T cola-
boradoras. La razbn de la distinta inmuno-
genicidad entre las rutas radica en que las
células dendriticas y los macrofagos son
unas APC mas eficaces que las células B
y, por lo tanto, tienen mayor capacidad de
inducir una respuesta inmunitaria (10). En
la figura 4 se esquematizan las principales
caracteristicas de las APC que ayudan a

Fig. 4: Caracteristicas diferenciales de los tres tipos principales de células presentadoras del antigeno. Las
diferencias, especialmente las resaltadas en negrita, en la figura ayudan a entender la mayor capacidad para
inducir respuestas inmunes que posee la presentacion a través de las células dendriticas, seguido de la
producida por los macréfagos y, en ultimo lugar, la realizada por las células B.

comprender la diferente capacidad presen-
tadora de antigeno.

Por (ltimo, es importante considerar tam-
bién la dosis y duracion del tratamiento.
En principio, tanto las dosis muy bajas
como las muy altas se consideran tolero-
génicas 0 poco inmunogénicas. Mas
importante parece ser la administracion de
forma crénica de un agente. De este

Fig. 3: Las células presentadoras del antigeno (en la figura las células dendriticas interdigitantes) captan el
antigeno en la zona de entrada (la piel). Desde este sitio, estas células migraran a los ganglios linfaticos donde
presentaran el antigeno a las células T. La interaccion entre la célula Ty la célula presentadora del antigeno en
esta localizacion inducira la activacion de las células T y el inicio de una respuesta inmune adquirida. Estas
células T activadas contribuiran también a la activacion de las células B especificas del antigeno y a la

produccion de Acs.

20

modo, administraciones puntuales no se
consideran que tengan capacidad inmuno-
génica, pero si aquellas administraciones
que se producen a intervalos regulares y
de forma crénica (20). De esta manera, el
antigeno se mantiene de forma continuada
en la zona de entrada al organismo (piel o
tejido subcutaneo) y las células dendriti-
cas pueden captarlo y procesarlo continua-
mente. Este es el mecanismo por el que
pueden actuar también los aceites y otros
adyuvantes que pueden acompanar a la
proteina recombinante. Estos compuestos
forman pequenos microdepdsitos (por
ejemplo, micelas) en el sitio de administra-
cién que producen una liberacién retar-
dada del antigeno, de modo que la estimu-
lacion antigénica continla méas alla del
momento de la inyeccion.

Conclusiones

La utilizacion terapéutica de proteinas
recombinantes se ha implantado a gran
escala en la practica médica. Estas molé-
culas se caracterizan por asemejarse
extraordinariamente a la molécula original
a la que intentan suplir. A pesar de ello,
en ocasiones pueden originar reacciones
del sistema inmunitario las cuales se
caracterizan fundamentalmente por la pro-
duccién de Acs dirigidos frente a la prote-
ina recombinante y frente a la molécula
humana enddgena. Estos Acs pueden ser
inocuos o producir una pérdida de efecto
de la molécula recombinante. El desenca-

Gac Med Bilbao 2004; 101: 17-21 [28]



denamiento de una respuesta inmunitaria
frente a estos productos o biofarmacos
normalmente no se debe sblo a sus carac-
teristicas intrinsecas, sino a la suma de
otros factores anadidos, como los genéti-
cos, ambientales, de manufactura o deri-
vados del modo de administracion del pro-
ducto. Es importante considerar cada uno
de estos factores en el caso de producirse
una reaccion inmunitaria frente a una pro-
teina recombinante y valorar el posible
riesgo inmunoldgico que puede suponer un
cambio en cualquiera de los pasos condu-
centes a la administracion final del pro-
ducto descritos en esta revision.
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