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RESUMEN

La inmunoterapia para el tratamiento de enfer-
medades alérgicas implica ciertas desventajas, que
pueden ser reducidas si se emplean adyuvantes ade-
cuados, que sean capaces de amplificar la respuesta
inmune con un efecto alergénico minimo. En ese con-
texto, las formas farmacéuticas mas prometedoras para
aumentar la eficacia y seguridad de la inmunoterapia,
parecen ser las micro y nanoparticulas, de polimeros
biodegradables y liposomas. En esta revision describi-
mos estudios previos de nuestro grupo en los que em-
pleamos como adyuvante nanoparticulas Gantrez® AN
y demostramos su capacidad de estimular el sistema
inmune. Empleamos dos tipos de nanoparticulas, con y
sin lipopolisacérido de Brucella ovis como inmunomo-
dulador en un modelo de raton alérgico a L. perenne.
Encontramos que los ratones sensiblizados a Phleum
cuando recibfan inmunoterapia con nanoparticulas
Lolium-Gantrez® estaban protegidos de la anafilaxia
inducida por el alérgeno tanto en las tasas de mortali-
dad como en los niveles de MCP-1. Probamos asimismo
estas formulaciones por via oral en un modelo animal
sensibilizado a ovoalbimina y comprobamos que les
protegia también del shock anafilactico.

Palabras clave. Inmunoterapia. Alergia. Nanoparticu-
las. Microparticulas.
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ABSTRACT

Specific ~ immunotherapy involves  certain
drawbacks which could be minimized by the use of
appropriate adjuvants, capable of amplifying the right
immune response with minimal side effects. In this con-
text, we review different types of immunotherapy vehi-
cles and coadyuvants. We describe previous studies by
our group in which we demonstrated the adjuvant ca-
pacity of Gantrez® AN nanoparticles, which can effec-
tively enhance the immune response. We employed
two types of nanoparticles (with and without LPS of
Brucella ovis as immunomodulator) within capsulated
ovoalbumin and Lollium perenne extract, tested on a
model of mice sensitized to this allergenic mixture. In
the challenge experiment involving the sensitized mice,
differences in the mortality rate and in the MCP-1 levels
were found between the treated groups and the con-
trol. Under the experimental conditions of this model of
mice pre-sensitized to L. perenne, Gantrez®AN nanopar-
ticles appeared to be a good strategy for immunothera-
py. We finally tested these carriers administered by the
oral route and found that they were able to protect a
model of mice sensitized to ovalbumin from anaphylac-
tic shock.

Key words. Inmunotherapy. Allergy. Nanoparticles. Mi-
croparticles.
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INTRODUCCION

Las enfermedades alérgicas son una pa-
tologia emergente. Existe un 20% de preva-
lencia de sensibilizacion alérgical?. En un
reciente estudio realizado en nuestro pais
por la Sociedad Espafiola de Alergologia so-
bre los factores epidemiolégicos, clinicos
y socio-econémicos de las enfermedades
alérgicas, se ha calculado que un 7,4%? y un
22% de pacientes que acuden por primera
vez a un alergélogo lo hacen por alergia ali-
mentaria y rinitis respectivamente?.

El Ginico tratamiento capaz de modificar
la respuesta natural es la inmunoterapia.

La eficacia de la inmunoterapia ha sido
demostrada cientificamente en numerosos
ensayos doble ciego controlados con pla-
cebo, y asi lo demuestran los Gltimos meta
analisis®S.

NUEVAS FORMAS FARMACEUTICAS

En este contexto, cada vez estan toman-
do mas importancia los adyuvantes”® que
permitan la presentacién del alérgeno a las
células presentadoras de antigeno, desen-
cadenando una respuesta innata que pon-
ga en marcha una senal celular modulado-
ra de la respuesta de hipersensibilidad que
origine tolerancia y ademas sea segura. En
muchos casos el mecanismo por el cual un
adyuvante es capaz de aumentar o modu-
lar la inmunogenicidad de un alérgeno o de
un antigeno se desconoce®. Por otra parte,
a pesar de la larga lista de compuestos que
han sido propuestos como adyuvantes, a
fecha de hoy solamente las sales de alu-
minio y la emulsién MF59 estan aceptados
para su uso en humanos'’. Las sales de
aluminio (el adyuvante méas utilizado hoy
en dia) son capaces de inducir razonables
respuestas humorales (Th2), pero no pro-
ducen repuestas celulares (Thl). La inmu-
nidad Thl es esencial para la proteccién
frente a numerosos organismos infecciosos
(parasitos intracelulares) y para limitar
procesos alérgicos. Ademas, hay que tener
en cuenta que la sales de aluminio presen-
tan limitaciones en cuanto a su aplicacion
en vacunas basadas en péptidos o fraccio-
nes de ADN!! 12,
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En la actualidad, un gran nimero de
compuestos diferentes estan siendo estu-
diados como potenciales adyuvantes. En-
tre éstos se encuentran las nuevas formas
farmacéuticas para vehiculizacién de molé-
culas biol6gicamente activas.

Hoy en dia estd establecido de forma
fehaciente que los adyuvantes pueden
aumentar la respuesta inmune especifica
de los antigenos/alergenos mediante dos
mecanismos principales!* !*: (i) aumentan-
do la captura del alergeno por las células
presentadoras de antigeno (CPAs). Estos
adyuvantes son directamente capturados
y fagocitados por las CPAs o bien forman
un depdsito en el lugar de administracién
o de absorci6on que prolonga su exposicién
y, por lo tanto, su captura por las CPAs. En
este grupo se incluyen las sales de alumi-
nio, las emulsiones, los derivados de sapo-
ninas y las nuevas formas farmacéuticas
(liposomas, nanoparticulas y microparti-
culas)™ 16 (ii) activando directamente las
células del sistema inmune innato. A esta
categoria pertenecen los estimulos infla-
matorios como las citoquinas, los CD40L
y los PAMPs (moléculas modelo asociadas
a patégenos). Entre estos ultimos se inclu-
yen lipopolisacarido, mureina, flagelina, se-
cuencias CpGs®.

Otra ventaja de algunas de las nuevas
formas farmacéuticas, como ciertos tipos
de nanoparticulas, es que representan una
buena estrategia para la administracion se-
gura y eficaz de alérgenos por vias a través
de mucosas (incluida la via oral). Ademas,
durante los dltimos anos, ha aumentado el
interés por las vias locales no inyectables
buscando mejorar la seguridad y eficacia
del tratamiento, y la aceptacion del mis-
mo por parte del paciente. La via que ha
demostrado eficacia y seguridad ha sido la
via sublingual para el tratamiento de rinitis
y conjuntivitis'’!®, Asimismo, la inmunote-
rapia sublingual frente a alimentos esta en
fase importante de desarrollo obteniéndo-
se resultados prometedores!®?.

Otra via interesante por su gran acep-
tacion por parte de los pacientes es la via
oral. Para esta via de administracioén la in-
duccién de respuestas desensibilizantes o
bloqueantes de reacciones alérgicas esta
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asociado a (i) la proteccién del alérgeno
frente a su degradaciéon prematura y (ii) al
desarrollo de interacciones bioadhesivas,
entre la superficie de estos vehiculos y la
mucosa, que permitan incrementar el tiem-
po de residencia en esta zona?'.

En ese contexto, las nuevas formas far-
macéuticas mas prometedoras como adyu-
vantes parecen ser las micro y nanoparti-
culas?*?* de polimeros biodegradables y
ciertos tipos de liposomas?? que permiten
diseflar una terapéutica mas racional y me-
jor adaptada, al aumentar la eficacia y es-
pecificidad de la molécula biolégicamente
activa que incorporan. Todas estas formas
farmacéuticas, también llamadas vehiculos
o transportadores, tienen capacidad de ser
captadas eficientemente por las células
presentadoras de antigeno®.

Desde un punto de vista general, se
puede afirmar que estos vehiculos o trans-
portadores de moléculas bioldgicamente
activas aportan las siguientes ventajas®:

1. Proteger el material que incorporan
frente a su inactivacién quimica, en-
zimatica o inmunolégica.

2. Mejorar el transporte de la molécula
biolégicamente activa hasta lugares
dificiles de alcanzar y de su penetra-
cién en la célula.

3. Aumentar la especificidad de accién
por concentracion selectiva, eficaz
y regular del farmaco en el blanco
celular y/o molecular. Asi, con dosis
mas pequeias, la actividad terapéu-
tica obtenida es, al menos, idéntica y
los efectos secundarios menores.

4. Disminuir la toxicidad para ciertos
6rganos mediante modificaciéon de
la distribucion tisular de la molécula
biol6gicamente activa transportada.

5. Prolongar el tiempo de residencia de
la molécula activa en el organismo
(interesante para aquellas moléculas
con aclaramiento elevado y semivida
biolégica baja) y, control de su libe-
racion. Todo ello implica disminuir
la frecuencia de tomas e, indirecta-
mente, aumentar la observancia del
tratamiento por parte del paciente.
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En la bibliografia se encuentran varios
trabajos que demuestran la eficacia de la
inmunoterapia con estos vehiculos frente
a alergia producida por polen de abedul®!
u olivo®.

LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas lipidicas
constituidas por una o multiples bicapas
concéntricas de fosfolipidos que se alter-
nan con compartimentos acuosos. Estas
bicapas estan formadas generalmente por
una mezcla de sustancias lipidicas, funda-
mentalmente fosfolipidos y colesterol. Los
métodos de preparacién de liposomas di-
fieren unos de otros por el modo de disper-
sion de los lipidos en la fase acuosa®*®. Asi,
se pueden clasificar en: (i) métodos me-
canicos de dispersién de fosfolipidos; (ii)
métodos basados en la dispersiéon de una
solucién organica de fosfolipidos; y (iii)
técnicas de dispersién de micelas mixtas,
seguido por la eliminacion de los fosfolipi-
dos. La mayoria de estas técnicas implican
operaciones complejas de dispersiéon de
lipidos o emulsificacién y posterior reduc-
cion y homogeneizaciéon del tamafo de las
vesiculas obtenidas.

Recientemente, la Unidad de Adyuvan-
tes de la Universidad de Navarra ha puesto
a punto una técnica original para la fabri-
cacion de liposomas por inyeccion coaxial
turbulenta. Esta técnica patentada permite
obtener facilmente liposomas muy homo-
géneos de pequeio tamano (Fig. 1), evi-
tando operaciones suplementarias de ho-
mogeneizaciéon por extrusion mediante el
uso de la prensa de French, aparatos de mi-
crofluidificacion o “extruders”. Igualmente,
este nuevo procedimiento permite el traba-
jo en continuo y su transposiciéon a escala
industrial es relativamente facil. Ademas,
la inyeccion coaxial turbulenta ya se esta
utilizando para la fabricacién de liposomas
destinados a la administracién sublingual
de diferentes extractos alergénicos (gra-
mineas, acaros, olea, etc.) (Alervaccine®,
Inmunal SA). Es interesante resefar que las
vacunas con estos liposomas se han ensa-
yado por via parenteral en alergia respira-
toria con buena respuesta® .
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Figura 1. Liposomas obtenidos por inyeccion
coaxial turbulenta.

MICROPARTICULAS

Las microparticulas poliméricas son
formas farmacéuticas de tipo particula s6-
lida y de tamafio superior o igual al micré-
metro y con estructura matricial porosa o
vesicular®. En general, las ventajas princi-
pales de las microparticulas son el ofrecer
una proteccion al farmaco encapsulado
frente a su eventual degradacién en las
condiciones de almacenamiento y/o bio-
légicas y el permitir perfiles de liberaciéon
sostenida en el tiempo, sin necesidad de
administraciones repetidas. Existen nume-
rosas técnicas que permiten la fabricacion
de microparticulas, algunas de las cuales
pueden utilizarse industrialmente. Entre
estas cabe destacar la microencapsulaciéon
por lecho fluido, la microencapsulaciéon
por pulverizaciéon (“spray-drying”) y la mi-
croencapsulacién mediante fluidos en con-
diciones supercriticas.

Por otra parte, la Unidad de Adyuvantes
de la Universidad de Navarra ha desarrolla-
do y patentado dos técnicas, aplicables en
el ambito industrial, para la fabricacién de
microparticulas con distintas propiedades.
Asi, la inyeccidén coaxial turbulenta permite
la fabricacién en continuo de microesferas
de distintos poliésteres con un tamafo muy
homogéneo y comprendido entre 2-5 pm.
Por otra parte, ha desarrollado también
una técnica para la fabricacion de micro-
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particulas capaces de encapsular molécu-
las hidrofilicas. La fabricacion tiene lugar
en un aparato denominado “TROMS” (Total
Recirculation One-Machine System o Siste-
ma Monobloque de Recirculacion Comple-
ta) basado en la inyeccién turbulenta de
dos fases para formar una doble emulsién
(Fig. 2) y que permite obtener microparti-
culas de un tamaiio prefijado (entre 1 y 100
pm) y con una distribucién muy uniforme.
Una de las principales ventajas de este pro-
cedimiento radica en no exponer el mate-
rial a encapsular a fuerzas de cizallamiento
que pudieran inactivarlo, como puede ser
el caso cuando se encapsulan proteinas o
plasmidos por otras técnicas.

Figura 2. Emulsion miltiple de tipo A/O/A (agua
en aceite en agua).

NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas (nanoesferas y na-
nocapsulas) son sistemas coloidales poli-
méricos, de tipo esférico y con un diame-
tro inferior a 1 pm. Administradas por via
oral, las nanoparticulas presentan un gran
potencial para desarrollar interacciones
bioadhesivas con el substrato biolégico.
Esto permite aumentar el tiempo de resi-
dencia de la forma farmacéutica en con-
tacto con la mucosa y facilitar la absorcion
o la accion de la molécula bioloégicamente
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activa al (i) aumentar el gradiente de con-
centracion y (ii) minimizar las posibles pér-
didas.

Recientemente, la misma unidad ha
patentado un procedimiento sencillo para
la obtencién de nanoparticulas del copoli-
mero de metil vinil éter y anhidrido malei-
co por desolvataciéon controlada®. Este
polimero comercializado por ISP bajo la
denominacién de Gantrez® AN tiene una
baja toxicidad y es ampliamente utilizado
por la Industria Farmacéutica y Cosmética
como agente de recubrimiento de formas
solidas y espesante. Las nanoparticulas de
este polimero permiten la encapsulacién
de proteinas. Ademas, estas nanoparticu-
las se pueden utilizar para obtener conju-
gados mediante la fijacién rapida y eficaz
(sin afectar a su actividad) de moléculas o
ligandos (por ejemplo lectinas o derivados
de la vitamina B12) a la superficie de las
mismas. Esta reaccion que se realiza por in-
cubacién en un medio acuoso, evitando el
uso de disolventes o reactivos toxicos, esta
basada en la ruptura del grupo anhidrido y
en la formacién de un enlace éster o amida
con un grupo —OH o amino del ligando.

NUEVAS FORMAS FARMACEUTICAS
PARA INMUNOTERAPIA CON
ALERGENOS

Para estudiar el perfil inmunolégico asi
como la proteccion de esta inmunoterapia
disefiamos un modelo animal que nos per-
mitiera analizar la respuesta inmune asi
como la proteccién de la inmunoterapia
con nanoparticulas.

Para ello inyectamos por via intraab-
dominal dos dosis de 50 mg de alérgeno
(ovoalbimina o Lollium) separadas por 7
dias. Una vez sensibilizados los animales,
estos se dividieron en cinco grupos que re-
cibieron la inmunoterapia en los dias 20, 23
y 26. Como tratamiento de inmunoterapia
se utilizaron la siguientes formulaciones:
(i) alérgeno encapsulado en nanoparticulas
de Gantrez®; (ii) alérgeno encapsulado en
nanoparticulas de Gantrez® conteniendo al
que afnadimos lipopolisacarido de Brucella
ovis; (iii) nanoparticulas vacias; (iv) alérge-
no en sales de aluminio; y (v) PBS. En el dia
41 se realizé6 una provocacién con 4 mg de
extracto del alérgeno correspondiente tam-
bién por via intraperitoneal. El esquema del
modelo animal se representa en la figura 3.

* PBS
*NP
+ Lol-Alum
* Lol-NP Provocacion
* LPS-Lol-NP
(4 mg Lol i.p.)

50 pg Lol/ 50 pg Lol/
2mgalumip. 2mgalumi.p.

A: ID (50 pg Lol):

20 Azs Aze f 41
If I I/

YA

Sensibilizacion

>

Figura 3. Esquema del modelo animal aplicado.
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Utilizando ovoalbiimina como alérgeno
modelo, se pudo observar que cuando las
formulaciones de nanoparticulas se admi-
nistraban por via intradérmica se incre-
mentaba significativamente la respuesta
inmunitaria (tanto Thl como Th2) en ra-
ton BALB/c con respecto al control de sa-
les de aluminio?!. Igualmente, la presencia

de lipopolisacarido en las nanoparticulas
ampliaba significativamente la respuesta
Th1%. Por otra parte se pudo constatar
como las formulaciones basadas en na-
noparticulas de Gantrez® inducian un
aumento significativo de la concentracién
plasmaética de IL-10, citoquina reguladora

(Fig. 4).

3504
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Figura 4. Concentracién de IL-10 en suero tras la inmunizaciéon de ratones
BALB/c por via intradérmica con las siguientes formulaciones: soluciéon de
ovoalbimina (OVA), ovoalbtimina adsorbida en alhidrogel (OVA-Alum), nano-
particulas vacias (NP), NP I, NP III, NP V, NP VI y NP VII.

En otro estudio reciente se analiz6 el
efecto protector frente a anafilaxia que se
puede obtener al combinar microparticu-
las biodegradables, conteniendo ovoalbi-
mina como alérgeno modelo, y secuencias
CpG*4, Las microparticulas permitieron
la co-encapsulacion efectiva del alergeno
y la secuencia CpG seleccionada. Tras su
administraciéon por via intradérmica, se
pudo constatar como esta estrategia era
adecuada para proteger frente a un desafio
tras la administracién intraperitoneal del
alergeno modelo.

Una vez comprobada la proteccién por
via tradicional, se explord la eficacia de es-
tos adyuvantes particulados tras su admi-
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nistracién por via oral. Se pudo comprobar
como ciertas formulaciones de nanoparti-
culas se revelaron como las més eficaces a
la hora de inducir una proteccién frente a
la muerte por shock anafilactico inducido
por ovoalbamina“.

Finalmente, con los resultados obteni-
dos, se evalu6 la capacidad de dichas na-
noparticulas como adyuvantes mediante
la utilizacién de un alérgeno inhalante. Se
pudo comprobar como la encapsulacién de
los alérgenos mayores del polen de Lollium
perenne (responsable de la alergia pri-
maveral) en nanoparticulas de Gantrez®,
daba lugar a vehiculos con caracteristicas
fisico-quimicas y estabilidad similares a las

An. Sist. Sanit. Navar. 2012, Vol. 35, N° 1, enero-abril
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nanoparticulas obtenidas con ovoalbimi-
na®, Se probaron dos tipos de nanoparti-
culas conteniendo los alérgenos de Lollium
perenne, con y sin lipopolisacarido de Bru-
cella ovis como inmunomodulador. Dichas
formulaciones se ensayaron en el modelo
animal que previamente se habia sensibili-
zado a este polen. Se pudo observar como
las nanoparticulas conteniendo LPS eran
capaces de inducir una respuesta Th1 mas
potente (Fig. 5). Ademas, por via intradér-
mica, las formulaciones protegieron frente
a un desafio con este alérgeno en el mode-

lo de animal alérgico. Asi, se pudo consta-
tar como los animales inmunizados con la
formulaciéon de nanoparticulas mostraban
signos de anafilaxia (descenso de tempera-
tura, movilidad) mucho menos contunden-
tes que los animales control. Igualmente
los niveles plasmaéaticos de la proteasa de
mastocitos murinos 1 (mMCP-1), enzima
asociada a la existencia de un fuerte shock
anafilactico, eran significativamente meno-
res para los animales tratados con la for-
mulacién de nanoparticulas que los de los
animales control (Fig. 6).
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Figura 5. Inmunogenicidad de las férmulas empleadas. Una vez los ratones fue-
ron sensiblizados con dos inyecciones intraperitoneales de extracto de Lollium.
Se dividieron en cinco grupos que recibieron los dias 20, 23 y 26 Lollium encap-
sulado en nanoparticulas Gantrez® (Lol-NP), Lollium encapsulado al que anadi-
mos lipopolisacarido de Brucella ovis (LPS-Lol-NP), nanoparticulas sin alérge-
no (NP), Lollium en aluminio (Lol-Alum) y PBS respectivamente extrayéndose
muestra sanguinea en esos dias y analizandose el perfil de anticuerpos, IgG1 el
cual reflejaba un perfil Th2 e IgG2 correspondiente a perfil Th1.
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Figura 6. Niveles de mMCP-1 tras provocacion con Lollium perenne. Observa-
mos diferencias significativas al ensayar el alérgeno encapsulado con nanopar-
ticulas mas lipopolisacarido de Brucella ovis.

APLICACION PARA EL
TRATAMIENTO DE ALERGIA
ALIMENTARIA

Ademaés del tratamiento de la alergia
causada por agentes inhalantes, las microy
nanoparticulas tienen un gran potencial en
el disefio de inmunoterapia por via oral. La
alergia alimentaria se ha convertido en un
problema de salud de gran importancia®.
El impacto social de esta patologia ha he-
cho que este tema se haya incluido en el VII
programa Marco de la UE.
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El Gnico medio disponible en el momen-
to actual para tratar la hipersensibilidad
a alimentos es la restriccién estricta del
contacto con el alimento implicado. La difi-
cultad y la alteracion de la calidad de vida
viene dada porque cantidades minimas o
inapreciables desencadenan esta reaccién
inmunolégica por lo que la vigilancia debe
ser permanente y extrema. Una vez detec-
tado el alimento implicado, la mayoria de
reacciones anafilacticas se deben a inges-
tas accidentales®.
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En alergia alimentaria no existia la po-
sibilidad al administrar una inmunoterapia
hasta hace pocos afos; desde entonces se
ha hecho un gran esfuerzo en investigaciéon
para desarrollo. Esta inmunoterapia consis-
te en la induccion de tolerancia mediante
pautas de desensibilizacion®. Estas pautas
consiguen, a través de la administracion de
dosis crecientes del alimento implicado,
que el paciente tolere minimas cantidades
del mismo. En la altima revisién sistemati-
ca de seis estudios publicada se concluye
que para muchos pacientes esta inmunote-
rapia les permite incrementar el umbral de
tolerancia durante el tratamiento, si bien
las reacciones adversas fueron frecuentes
durante la inmunoterapia, siendo la ma-
yoria leves aunque algunas con riesgo vi-
tal. En conclusién, aunque parece ofrecer
resultados prometedores, se recomienda
realizar mas estudios para demostrar la
eficacia y coste-beneficio especialmente a
largo plazo, debiéndose realizar estudios
mas potentes que permitan recomendar su
uso clinico?’.

Por las limitaciones que hemos mencio-
nado, se estan explorando nuevas formas
de administrar la inmunoterapia de forma
que mejore su seguridad y eficacia. En este
sentido ha cobrado protagonismo el uso
de nuevas vias de administracion y en este
momento para alérgenos por via inhalato-
ria se cuenta con inmunoterapia sublingual
y en comprimidos.

CONSIDERACIONES FINALES

En definitiva, las nuevas formas farma-
céuticas —nanoparticulas, microparticulas,
liposomas- son vehiculos eficaces para la
encapsulacion de alérgenos, inducen una
respuesta Thl, y ofrecen proteccion frente
a la provocacion con alérgeno en modelos
animales. Permiten asimismo incorporar
coadyuvantes como el lipopolisacarido de
Brucella ovis (LPS-R) o secuencias CpG que
hacen que ese efecto buscado sea todavia
maés potente. Por lo tanto, pueden jugar un
papel prometedor en el tratamiento de las
enfermedades alérgicas, y, potencialmente
en enfermedades autoinmunes.
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