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Prólogo

Eduardo Fernández-Cruz
Jefe del Servicio de Inmunología Clínica y Director de la Unidad 
de Inmunología Clínica, Hospital General Universitario Gregorio Marañón, Madrid. 
Presidente de la Sociedad de Inmunología de la Comunidad de Madrid

Esta obra ofrece una puesta al día de los avances que se han producido últimamente en 
el diagnóstico y el tratamiento de diversas patologías con componente inmunológico y 
que fueron debatidos en la 3ª Reunión Anual de la Sociedad de Inmunología de la Co-
munidad de Madrid (SICAM), un evento celebrado en octubre de 2011 en el Hospital 
General Universitario Gregorio Marañón (HGUGM) de Madrid y en el cual partici-
paron especialistas de reconocido prestigio tanto del ámbito nacional como del interna-
cional. 

La obra está estructurada en tres módulos: Avances en la terapia inmunomoduladora 
con inmunoglobulinas de última generación, Progresos en terapias inmunomodula-
doras con vacunas de mucosas en patologías infecciosas y Actualizaciones en las guías 
para el diagnóstico y el tratamiento de las gammapatías monoclonales. Cada módulo 
consta de una introducción y de una serie de capítulos en los que los respectivos auto-
res exponen sus más recientes trabajos de investigación, así como sus revisiones y re-
flexiones sobre los temas tratados. 

Dada la relevancia de los temas y la forma en que se abordan, no me cabe la menor duda 
de que esta obra resultará de interés no sólo para los inmunólogos clínicos, sino tam-
bién para todos los especialistas que diagnostican y tratan patologías con componente 
inmunológico, muy particularmente, en este caso, para internistas, pediatras, neumólo-
gos, infectólogos, hematólogos y nefrólogos.

Me gustaría resaltar aquí la importancia que tienen propuestas como las que suponen 
las Reuniones Anuales de la SICAM, en las que se promueve el debate científico entre 
expertos españoles y extranjeros en el ámbito de la inmunología clínica, una especiali-
dad emergente cuyo peso está creciendo de forma exponencial. Por ello, quiero expre-
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sar mi reconocimiento a la SICAM –en especial a su Junta Directiva y al Comité Orga-
nizador–, al HGUGM y al Servicio de Inmunología Clínica.

Igualmente, deseo expresar nuestro más sentido agradecimiento a Grifols, por su indis-
pensable colaboración en esta obra, y a Letramédica, por la excelencia de la tarea edi-
torial realizada.
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Los anticuerpos producidos por el sistema inmunológico son de importancia crítica 
para la terapia sustitutiva con inmunoglobulinas (Ig) administradas por vía intrave-
nosa (IGIV) o subcutánea (IGSC) en los trastornos en los que existe una deficien-
cia de la respuesta humoral frente a un amplio espectro de microorganismos, como 
ocurre en las inmunodeficiencias primarias (IDP). La mayoría de las preparaciones 
de Ig contienen moléculas intactas de IgG que poseen importantes actividades fun-
cionales, como la bactericida mediada por el complemento, la opsonizante y la de neu-
tralización viral1.

El fragmento Fc de la molécula de IgG es una pieza clave, ya que permite la inte-
racción de las Ig con dos tipos de elementos. Por un lado, la interacción con los recep-
tores Fc  que se encuentran en la superficie de los linfocitos B, los linfocitos natural 
killer (NK), las células del sistema fagocítico (macrófagos), las células plasmáticas, los 
eosinófilos, los neutrófilos y las plaquetas. Por otro lado, el fragmento Fc es una pieza 
clave en la interacción de las IgG con las proteínas plasmáticas a las que se une y cuya 
presencia es necesaria para la activación del complemento y la eliminación de los mi-
croorganismos2-5. Gracias a estas interacciones, las IGIV pueden desencadenar efectos 
inmunomoduladores y antiinflamatorios con un impacto clínico beneficioso, tal como 
se ha descrito en la terapia con Ig en diversas patologías crónicas inflamatorias y autoin-
munes6-15.

Los recientes avances en biotecnología han permitido una innovación completa del mé-
todo de producción de los nuevos productos que se utilizan en la terapia con Ig y que 
están revolucionando la forma de tratamiento de las enfermedades infecciosas y pato-
logías sistémicas crónicas en las que la alteración de la regulación del sistema inmu-
nológico representa el principal mecanismo patogénico implicado. Como resultado de 
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la aplicación en la clínica de estos nuevos conocimientos y procedimientos biotecno-
lógicos, recientemente se han introducido en el arsenal de la terapia biológica dos pro-
ductos avanzados que representan una nueva generación de Ig: uno de administración 
intravenosa (Flebogamma 5% y 10% ® DIF [dual inactivation and nanofiltration]) y 
otro de aplicación subcutánea (Hizentra®)16-18.

En 2006 se introdujo en Estados Unidos la primera IGSC, Vivaglobin®, de CSL Behring, 
y en el año 2010 apareció en el mercado otra IGSC del mismo fabricante, Hizentra®, 
que es el primer preparado con Ig líquida al 20% formulado específicamente para su 
administración por vía subcutánea. El tratamiento con IGSC administrado semanalmen-
te se tolera bien y posee un buen perfil de seguridad, además de mantener los niveles 
óptimos de concentración sérica de IgG en estado de equilibrio y las concentraciones de 
anticuerpos específicos en un nivel estable19.

En cuanto a la terapia con IGIV, Flebogamma® DIF es una IGIV líquida de alta pureza, 
disponible en concentraciones del 5% (50 mg/ml) y del 10% (100 mg/ml), que contiene 
sólo trazas de IgA (< 0,003 mg/ml y < 0,006 mg/ml, respectivamente), de muy bajo con-
tenido en sodio (< 3,2 mmol/l), niveles mínimos de polímeros, una osmolalidad dentro 
del intervalo fisiológico y que está estabilizada con sorbitol (sin sacarosa ni maltosa), lo 
cual la sitúa como una Ig de gran tolerabilidad y fácil dosificación. Flebogamma® DIF 
presenta una alta seguridad frente a patógenos (gracias al doble procesamiento DIF) y 
no contiene factores de la coagulación residuales, lo cual evitaría un eventual efecto 
protrombogénico. La integridad del fragmento Fc está conservada y todas las subclases 
de IgG están contenidas en su respectivo intervalo fisiológico (en Flebogamma® 10% 
DIF: IgG1: 66,6%; IgG2: 27,9%; IgG3: 3,0% e IgG4: 2,5%), por lo que este producto es 
idóneo para las terapias de reposición e inmunomodulación. 

Por otra parte, los logros en pureza y en la preservación de las propiedades inmunoló-
gicas naturales, así como el hecho de requerir la infusión de un menor volumen y un 
menor tiempo de infusión, sitúan a Flebogamma® DIF como una de las IGIV que más 
se deben considerar a la hora de evaluar los factores de riesgo y ciertos aspectos clíni-
cos del paciente, como el riesgo de sobrecarga de líquido, el fallo cardíaco o la disfun-
ción renal20.

La eficacia clínica de Flebogamma® DIF ha sido probada en las patologías que re-
quieren reposición de Ig, entre ellas las IDP, las inmunodeficiencias secundarias (IDS) 
y las hipogammaglobulinemias (Ig < 4g/l) en pacientes postrasplante de células madre 
hematopoyéticas o postrasplante cardíaco2,3,9,10. Asimismo, se ha demostrado en estu-
dios clínicos su eficacia como terapia de inmunomodulación en la púrpura trombocito-
pénica idiopática y en otras patologías de base autoinmune, como el síndrome de Gui-
llain-Barré u otras patologías neuromusculares, las dermatopolimiositis y la enfermedad 
de Kawasaki9-11,15,21.

En los capítulos siguientes se ofrece una información más detallada sobre las caracte-
rísticas de Flebogamma® DIF.
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Los avances en el ámbito de la biotecnología son continuos, por lo que hay ocasiones en 
que, a partir de un hallazgo inesperado, un conocimiento que se creía consolidado, de 
repente comienza a plantear nuevos interrogantes. Esto ha sucedido recientemente en 
el ámbito de la caracterización de las inmunoglobulinas intravenosas (IGIV), un terre-
no en el que se creía que quedaba poco por aprender. Así, hasta hace tan sólo un año, 
se consideraba que la Farmacopea Europea había conseguido una estandarización de 
las IGIV prácticamente completa. Sin embargo, en octubre de 2010, el Comité para Pro-
ductos Medicinales de Uso Humano (Committee for Medicinal Products for Human 
Use [CHMP]), dependiente de la Agencia Europea del Medicamento (EMA), tomó la 
decisión de suspender la licencia de comercialización de un producto de IGIV –al cual 
en este artículo se hará referencia como «Producto A»–, tras confirmarse, según los re-
gistros de farmacovigilancia, que su uso se había comenzado a asociar a un alarmante 
incremento de eventos tromboembólicos (ETE)1. 

Los referidos datos de farmacovigilancia revelaban que, hasta el año 2007, la tasa de 
ETE en pacientes tratados con Producto A se había mantenido en sus valores basales 
habituales, es decir, alrededor de un caso por millón y medio de gramos de IGIV in-
fundidas (1/1.500.000 g). No obstante, en 2008 dicha tasa escaló a 1/510.000 g, en 2009 
pasó a 1/460.000 g y en el primer semestre de 2010 ascendió a 1/180.000 g; es decir, en 
sólo tres años se había multiplicado casi por 101. Además, el informe del CHMP refería 
que algunos de los ETE más graves habían sobrevenido en pacientes que no presen-
taban ningún trastorno concomitante que contribuyera a su aparición. En la Tabla 1 se 
comparan las tasas de ETE tras la infusión de Producto A, de Flebogamma® y de Fle-
bogamma® DIF (Dual Inactivation and Filtration) durante los últimos años, según los 
respectivos registros de farmacovigilancia1.

Avances en el conocimiento y caracterización 
de las inmunoglobulinas intravenosas

Juan I. Jorquera 
Director, Área de Investigación y Desarrollo,
Instituto Grifols, Barcelona
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Con objeto de identificar la causa del incremento de la tasa de ETE tras la infusión de 
Producto A, se llevaron a cabo dos investigaciones, una en el Paul Ehrlich Institut, el 
organismo que autoriza la comercialización de los derivados plasmáticos en Alemania, 
y otra a cargo de la Food and Drug Administration (FDA), la agencia reguladora es-
tadounidense. En condiciones normales, gracias a los procedimientos utilizados en los 
procesos de fabricación, los productos de IGIV no contienen factores de la coagulación, 
a excepción de trazas de factor XI (FXI) o FXI activado (FXIa)2. Este hecho hizo que, 
en un primer momento, se sospechara que el referido incremento de la tasa de ETE 
podría haberse debido a una presencia anormalmente elevada de FXI o de FXIa en el 
Producto A. Con esta hipótesis en el horizonte, los investigadores del Paul Ehrlich Ins-
titut analizaron diversos lotes de éste y otros productos de IGIV mediante el test de ge-
neración de trombina (TGT), un prueba de por sí muy sensible para constatar la pre-
sencia de FXI y FXIa, pero que modificaron ligeramente con el fin de que permitiera 
detectar incluso concentraciones ínfimas de estos factores. Los resultados de este estu-
dio demostraron que las muestras de Producto A analizadas contenían, en efecto, con-
centraciones de FXIa anormalmente elevadas y potencialmente capaces de desencade-
nar ETE3. Por su parte, los investigadores de la FDA llevaron a cabo un trabajo similar, 
ya que también analizaron mediante TGT diversos lotes de Producto A presuntamente 
relacionados con el incremento de las tasas de ETE y obtuvieron resultados consisten-
tes con los del Paul Ehrlich Institut4.

Los referidos documentos emitidos por el CHMP incluían también una declaración del 
propietario de la licencia (Marketing Authorization Holder [MAH]) en la que se expli-
caba indirectamente por qué a partir del año 2008 el Producto A comenzó a tener una 
concentración anormalmente elevada de FXIa, tal como demostraban las investigacio-

Incidencia de eventos tromboembólicos tras la administración 
de IGIV1

Producto Período Tasa de ETE 

(millón de gramos 

infundidos/caso)

Producto A 2005-2007 1,49-1,60

Producto A 2008-2009 0,51-0,46

Producto A Enero-julio 2010 0,18

Flebogamma® Febrero 1993/septiembre 2010 6,1

Flebogamma® DIF Mayo 2007/septiembre 2010 6,0

ETE: eventos tromboembólicos; IGIV: inmunoglobulinas de administración intravenosa.

TABLA 1



Avances en el conocimiento y caracterización 

de las inmunoglobulinas intravenosas

15

nes llevadas a cabo por el Paul Ehrlich Institute y la FDA. Hasta ese año, el Produc-
to A se había fabricado exclusivamente en tres plantas de producción: una radicada en 
Estocolmo (Suecia), otra en Viena (Austria) y otra en Lingolsheim (Francia). Sin em-
bargo, a partir de esa fecha se concedió la autorización para la producción de Produc-
to A en otra planta, esta última localizada en Springe (Alemania), donde se comenzó 
a emplear un método de fraccionamiento del plasma distinto al utilizado en las otras 
plantas y que tomaba como punto de partida la fracción I+II+III1. El método más co-
múnmente empleado para el proceso de fraccionamiento que utilizan los fabricantes 
de IGIV es el de Cohn-Oncley. Sin embargo, en la planta de producción de Springe se 
sustituyó este método por el de Kistler-Nistschmann (KN), que es el utilizado por algu-
nos fabricantes para la producción de inmunoglobulina intramuscular, aunque en este 
caso lo «armonizaron» (Kistler-Nistschmann Harmonized [KNH]). Además, en los me-
ses siguientes, dado que el nuevo procedimiento lograba un mayor rendimiento de pro-
ducto final, la sustitución del método de Cohn-Oncley por el de KNH se extendió a las 
otras tres plantas de producción de Producto A (siendo significativo el hecho de que, 
paralelamente, la tasa de ETE con el uso de este producto fuera aumentando)1.

El proceso de fraccionamiento para la producción de inmunoglobulinas es sumamente 
complejo, aunque, con objeto de simplificar y resaltar las diferencias más importantes 
entre los métodos referidos, basta con señalar que el método de Cohn-Oncley utiliza 
como material de partida la fracción II+III y obtiene como producto final un precipi-
tado de fracción II que tiene un rendimiento de alrededor del 60%. En cambio, en el 
método de KNH utilizado por los fabricantes de Producto A entre 2008 y 2010, el ma-
terial de partida era un equivalente a la fracción II+III que incluía otra fracción adicio-
nal (precipitado A + fracción I), y se obtenía como producto final un precipitado de in-
munoglobulinas que tenía un rendimiento de alrededor del 80%5.

El tipo de material de partida que se utiliza en el proceso de fraccionamiento de la pro-
ducción de inmunoglobulinas es relevante, puesto que la fracción I contiene compo-
nentes de complemento y cantidades significativas de factores de la coagulación, pero 
también porque tanto la fracción I como la fracción II+III incluyen proenzimas que, al 
activarse, promueven procesos de inflamación y coagulación5. Además, las serina pro-
teasas que intervienen en los sistemas de complemento y de coagulación tienen la ca-
pacidad de activarse mutuamente6. Precisamente, con el objeto de eliminar moléculas 
de factores de la coagulación y otras impurezas, los fabricantes de IGIV suelen añadir 
etanol al 17% durante el propio proceso de fraccionamiento. Sin embargo, en el caso 
en cuestión, y según las propias declaraciones de los fabricantes, durante el proceso de 
producción de Producto A se añadía etanol a sólo el 12%.

Como es obvio, los precipitados de fracción II y de inmunoglobulinas deben ser someti-
dos a procesos ulteriores para obtener IGIV. No obstante, en base a lo que se ha mencio-
nado previamente, puede deducirse que el método utilizado en el proceso de obtención 
de Producto A permitía a los fabricantes obtener un mayor rendimiento de producto 
final, aunque con más impurezas. Sin embargo, es un hecho aceptado que, cuando se 
utilizan los métodos clásicos de producción de inmunoglobulinas intramusculares, el 
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producto obtenido no debe administrarse por vía intravenosa, ya que puede generar 
efectos adversos muy graves. 

ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA CONSEGUIR QUE LAS 
INMUNOGLOBULINAS PUEDAN ADMINISTRARSE POR VÍA INTRAVENOSA
Los fabricantes de IGIV utilizan diversas estrategias con el objeto de conseguir que las 
inmunoglobulinas obtenidas a partir del plasma humano adquieran el perfil de pureza 
y tolerabilidad requerido para poder administrarse por vía intravenosa. A continuación 
se mencionan algunas de tales estrategias.

Tratamiento con pH ácido. Este método, que se conoce desde hace unos 50 años, 
consiste en someter las inmunoglobulinas a un medio ácido, con un pH de 3,8-4, y a 
una temperatura de 37 °C durante 24 horas7. También se han descrito métodos basados 
en formulaciones con pH ácido (5% de IgG en 10% de maltosa)8. El tratamiento con 
pH ácido es el único método de purificación que se utiliza en la producción de Produc-
to A, mientras que en los demás productos de IGIV disponibles en el mercado se em-
plean dos o incluso tres métodos con la misma finalidad, lo cual redunda en una re-
ducción del rendimiento pero permite conseguir un producto final de mayor pureza 
y reduce el riesgo de efectos adversos como los ETE.

Cromatografía de intercambio iónico. Este método utiliza resinas cargadas positi-
vamente, por lo que filtra las impurezas con carga negativa, como la precalicreína (PKA), 
el factor II (FII), el factor IX (FIX), el factor X (FX), la inmunoglobulina A (IgA), la in-
munoglobulina M (IgM), la albúmina y la transferrina, todas las cuales quedan retenidas 
en la resina utilizada. Sin embargo, como es lógico, no permite filtrar las impurezas con 
carga positiva, como el FXI/FXIa, el factor VII activado (FVIIa) y quizás otras, como el 
factor VII (FVII), el factor XII (FXII) o la calicreína, las cuales estarán presentes en 
el paso siguiente o incluso, aunque en cantidades muy pequeñas, junto con las inmuno-
globulinas –que también están cargadas positivamente−, en la formulación final5. 

Pasteurización. Esta estrategia, que en el ámbito de las IGIV es utilizada casi de for-
ma exclusiva en la elaboración de los productos de Grifols, es particularmente útil para 
eliminar microorganismos, pero también es eficaz para inactivar enzimas y eliminar otras 
impurezas, por lo que permite conseguir un producto final de alta pureza, tal como se 
detalla más adelante (Figura 1). 

En la Tabla 2 se relacionan los procesos de purificación que se utilizan para la obten-
ción de los principales productos de IGIV disponibles en el mercado, mientras que en 
la Tabla 3 se detalla el contenido de IgM, de IgA y de albúmina, así como el nivel de 
pureza de algunos productos de IGIV, según datos de archivo de Grifols.

INVESTIGACIÓN SOBRE LA ACTIVIDAD PROCOAGULANTE 
DE LOS PROCESOS INTERMEDIOS Y LOS PRODUCTOS FINALES DE IGIV
En Instituto Grifols se ha llevado a cabo una extensa investigación con el objeto de eva-
luar la actividad procoagulante de los procesos intermedios y los productos finales de 
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IGIV. Algunos de los resultados obtenidos, que se describen a continuación, ilustran con 
claridad los hechos previamente señalados, en particular la presencia y concentración 
de FXI/FXIa durante las distintas etapas del proceso de producción y en los productos 
finales de IGIV.

Actividad procoagulante de la fracción II+III
Tal como consta en la bibliografía disponible sobre el tema, en la investigación realiza-
da en Instituto Grifols se ha demostrado, nuevamente, que la fracción II+III del plas-
ma humano es rica en factores de la coagulación (Tabla 4). Algunos de estos factores 
son proenzimas que no están activadas en el plasma fresco, pero que sí pueden activar-
se a partir del inicio del proceso de producción de IGIV, lo que explica el motivo por el 
cual la concentración de FVII puede ser superior en la fracción II+III que en el propio 
pool de plasma original9. De hecho, mediante diversas pruebas para marcadores de 
activación de la coagulación –algunas de ellas recomendadas por Farmacopea Euro-
pea– se ha demostrado que en la fracción II+III están presentes algunos factores de 
la coagulación activados, como la trombina, la PKA, la calicreína, el antígeno del FXI 
(FXI:Ag) y, probablemente, el FXIa9.

Estrategias utilizadas durante la producción de Flebogamma® 
y Flebogamma® DIF para conseguir que el producto pueda 
administrarse por vía intravenosa

La pasteurización requiere la eliminación de los agregados (PEG) y permite la obtención de 

productos de muy alta pureza

IEX: intercambio iónico; PEG: polietilenglicol; S/D: solvente/detergente; TFF: filtración de flujo 

tangencial.

FIGURA 1

Flebogamma® Flebogamma® DIF
(doble purificación PEG)

pH ácido

Pasteurización

Tratamiento S/D

Nanofiltración Planova® 20 nm

Paso de inactivación viral específica 

Paso de purificación y de inactivación viral 

no específica

Paso de purificación y de inactivación viral

Fraccionamiento PEG (TFF)

Columna de cromatografía PEG + IEX

Pasteurización

Fraccionamiento PEG

Adsorción IEX
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Evolución del contenido de factores de la coagulación en proceso 
de producción y el producto final
En Instituto Grifols se ha analizado el contenido de los factores de la coagulación en las 
etapas intermedias del proceso de producción y en el producto final de IGIV de Flebo-
gamma® 5% DIF y Flebogamma® 10% DIF. De forma sintética, puede afirmarse que 
la presencia de estos factores es prácticamente indetectable ya en las primeras etapas 
de purificación. No obstante, el FXI se comporta de forma un tanto peculiar, ya que no 
sólo se detecta en el concentrado de ultrafiltración, sino también tras el tratamiento con 

Procesos de purifi cación utilizados durante la producción 
de los principales productos de IGIV disponibles en el mercado

Producto

Primer paso 

de purifi cación 

(eliminación de impurezas 

gruesas)

Principales pasos 

de purifi cación

(eliminación de impurezas 

fi nas)

Etanol
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Producto A X X

Carimune® X X

Privigen® X X

Gamunex® X X + X

Kiovig® X X X

Gammaplex® X X X

Claryg® X X X

Intratec® X X X

Flebogamma® X X

Flebogamma® DIF X X X

PEG: filtrado de polietilenglicol.

TABLA 2
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Contenido de albúmina, IgA e IgM, y nivel de pureza de algunos 
productos de IGIV según datos de archivo de Grifols

Producto Albúmina

(mg/ml)

IgA

(mg/ml)

IgM

(mg/ml)

Pureza

(%)

Flebogamma® < 0,012 0,01 < 0,002 > 97a

Flebogamma® DIF < 0,002-0,007 < 0,003-0,01 < 0,002 > 97a

Producto A 0,032 0,07 0,072 > 96

Gamunex® 0,002 0,04 0,003 > 98

Privigen® < 0,002 0,01 0,049 > 98

Kiovig®

y Gammagard® liquid

< 0,011-0,018 0,05 < 0,002 > 98

Gammagard® SD – – – > 90

a > 99% de los resultados de caracterización.

TABLA 3

Concentraciones de factores de la coagulación en la fracción II+III 
en relación con las respectivas concentraciones de éstos en el pool 
de plasma original9

Factor de la 

coagulación

Concentración 

en el pool de plasma 

original

Concentración en la fracción II+III 

(% en relación con la respectiva 

concentración en el pool de 

plasma original)

FII 100 61-68

FVII 100 121-201

FIX 100 67-70

FX 100 15-33

FXI 100 76-92

FXII 100 35-40

TABLA 4

pH ácido, para volver a hacerse indetectable más adelante, tras el proceso de pasteuri-
zación9 (Tabla 5). Estos datos confirman, una vez más, que el tratamiento con pH ácido 
por sí solo no es capaz de hacer indetectable la presencia de FXI/FXIa, lo que podría 
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explicar el motivo por el cual el Producto A, en cuya obtención se utiliza el tratamiento 
con pH ácido como único método de purificación, puede contener concentraciones de 
este factor más elevadas que otros productos de IGIV. 

Eficacia de la pasteurización como método de purificación
En el año 1999, cuando se comenzó a desarrollar Flebogamma® DIF, ya se había de-
mostrado que la pasteurización, gracias a su capacidad de neutralizar enzimas, consti-
tuía una herramienta eficaz para inactivar componentes del complemento, proenzimas 
coagulantes y otras serina proteasas. Las concentraciones de estos factores son muy re-
ducidas cuando se inicia la pasteurización, en fases ya avanzadas de la producción de 
Flebogamma® DIF. Por esta razón, para poder evaluar la capacidad de esta estrategia 
para inactivar factores de la coagulación, fue necesario diseñar y llevar a cabo un expe-
rimento consistente en la inoculación de la fracción II+III, rica en factores de la coa-
gulación, justo antes de someter el producto a la fase de pasteurización9. El resultado 
de la cinética de pasteurización fue muy categórico: al cabo de cinco horas de iniciada 
la pasteurización, es decir, en la mitad de este proceso, la concentración de trombina, 
PKA y calicreína se reducía en alrededor del 90%, mientras que, al final del mismo, es-
tas proteínas resultaban prácticamente indetectables (Figura 2).

Presencia de factores de la coagulación y otras enzimas 
procoagulantes en los productos finales
En Instituto Grifols también se llevaron a cabo diversos ensayos para valorar y compa-
rar las concentraciones de factores de la coagulación y otras enzimas procoagulantes en 

Concentración de factor XI a lo largo del proceso de producción 
de Flebogamma® DIF9

Intermedio del proceso de producción 

de Flebogamma® DIF

Concentración de FXI

(UI/g proteína total)

Suspensión de fracción II+III 71-88

Filtrado de polietilenglicol (PEG) al 4% < 0,0025

Efl uente dietilaminoetil (DEAE) < 0,003

Concentrado de ultrafi ltración (UFI) 0,4-1,6

Después de tratamiento con pH ácido < 0,0004-0,8

Después de pasteurización < 0,0006

Lote de Flebogamma® DIF 10% < 0,00015

Lote de Flebogamma® DIF 5% < 0,0003

UI: unidades internacionales.

TABLA 5
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los productos finales de IGIV. En una de ellas, se realizó un TGT en plasma deficiente 
en FXI en diversos productos de IGIV al 5 y al 10% con el objeto de evaluar el efecto 
procoagulante que podría tener la presencia de pequeñas concentraciones de FXI/FXIa 
en los productos comparados. Los resultados de este ensayo pusieron de manifiesto que 
el pico de actividad de trombina era significativamente elevado en todos los lotes de 
Producto A evaluados9. Además, en un ensayo complementario, se midieron los valores 
del tiempo de tromboplastina parcial no activada (NaPTT) en plasma deficiente en FXI 
en los mismos productos finales, obteniéndose en este caso los resultados inversos, aun-
que de igual significado9. Por último, se analizó el contenido de FXI en los mismos lotes 
de productos de IGIV utilizados en estos ensayos mediante la medición de la actividad 
coagulante (FXI:C) y de la cantidad de FXI:Ag con el método ELISA, observándose 
que estos parámetros sólo estaban anormalmente elevados en los lotes de Producto A 
al 5% fabricados en el año 201010 (Figura 3). Cabe remarcar que ninguno de los lotes 
de Producto A analizados en estos tres ensayos referidos estaba incluido en la lista pu-
blicada de lotes relacionados con ETE.

De los resultados de estas pruebas se puede concluir que, aunque los lotes de Produc-
to A analizados no estaban incluidos en la lista de lotes relacionados con ETE, todos 
ellos tenían marcadores de actividad coagulante e incluso algunos contenían cantida-

Cinética de la inactivación de los factores de la coagulación durante 
la pasteurización

En la gráfica se puede apreciar el efecto de la pasteurización en la reducción de la concentración de 

la trombina, la precalicreína (PKA) y la proteína tipo calicreína. Se utilizaron muestras activadas de 

laboratorio procedentes de la fracción II+III que se inocularon en el material industrial (20% V/V) 

antes de la pasteurización.

FXI: factor XI; PKA: precalicreína; TGT: test de generación de trombina; UA: unidades amilolíticas; 

UI: unidades internacionales.

FIGURA 2
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des anormalmente elevadas de FXI. Hasta tal punto, que si un adulto fuera tratado con 
una dosis de 2 g/kg de los lotes de Producto A al 5% del año 2010 analizados, recibi-
ría una infusión de un total de 250 UI; este dato es relevante, puesto que en experimenta-
ciones en modelo chimpancé se ha demostrado que una dosis superior a 40-50 UI puede 
desencadenar ETE11 .

Es importante señalar que los resultados obtenidos en estos ensayos sobre los productos 
finales de IGIV motivaron una reacción por parte del «Group 6B», un grupo de trabajo 

Test de generación de trombina con plasma defi ciente en factor XI 
en diversos productos fi nales de IGIV9

La gráfica superior representa los resultados obtenidos en el test de generación de trombina (TGT) 

utilizando plasma deficiente en FXI de diversos productos finales de IGIV. Los valores de pico de 

actividad de trombina, que en este caso se relacionan con mayores concentraciones de FXI en los 

productos finales de IGIV evaluados, fueron superiores en el Producto A, sobre todo en los lotes 

de producto al 5% y al 10% fabricados en el año 2010, aunque también en el lote de Producto A al 

5% fabricado en el año 2007 y, curiosamente, también en los lotes de Producto B al 5% liofilizado. 

Por el contrario, en los demás productos de IGIV evaluados, el pico de actividad de trombina resultó 

mínimo. La gráfica inferior representa los resultados obtenidos del tiempo de tromboplastina 

parcial no activada (NaPTT) utilizando plasma deficiente en FXI de los mismos productos de IGIV. 

En este caso, los resultados fueron inversos a los que enseña la gráfica superior, pero tienen el 

mismo significado. Es importante señalar que ninguno de los lotes de Producto A evaluados estaba 

incluido en la lista publicada de lotes de Producto A presuntamente relacionados con eventos 

tromboembólicos.

FIGURA 3
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que pertenece a la European Pharmacopoiea Commission y cuya misión es controlar la 
calidad de los derivados plasmáticos –entre ellos, las inmunoglobulinas−, y en el que 
está integrado el autor de este artículo. En concreto, en la reunión de abril de 2011, el 
Group 6B propuso una modificación urgente de la monografía de la Farmacopea Euro-
pea, que unos meses después fue aprobada por la European Pharmacopoeia Commis-
sion, estimándose que entraría en vigor a mediados de 2012. 

CARACTERIZACIÓN DE FLEBOGAMMA® DIF
Flebogamma® 5% DIF y Flebogamma® 10% DIF son productos de IGIV líquidos –no 
liofilizados−, cuyos niveles de pureza son cercanos al 100%; mediante inmunoelectro-
foresis, en los productos finales sólo se detecta la banda correspondiente a la inmuno-
globulina. En la Tabla 6 se detallan los valores de los principales parámetros de pure-
za de Flebogamma® 5% DIF y Flebogamma® 10% DIF. Ambos productos finales están 
compuestos casi íntegramente por monómeros y dímeros (> 99%), mientras que po-
seen niveles muy bajos o indetectables de polímeros y formas fragmentadas. En rela-
ción con las proteínas acompañantes, los niveles de IgA, IgM, transferrina y albúmina 
son indetectables o prácticamente indetectables, y el contenido en sodio se encuentra 
por debajo del límite de cuantificación (< 3,2 mM). Los niveles de activador de preca-
licreína son indetectables, y la actividad anticomplementaria cumple los requisitos de 
Farmacopea Europea y son comparables entre ambos productos. La integridad de la 
región Fc de la inmunoglobulina cumple con los requisitos de Farmacopea Europea 
tras utilizar como patrón el preparado biológico de referencia estándar (BRP), al que se 

Parámetros de pureza y caracterización de los productos fi nales 
de Flebogamma4 5% DIF y Flebogamma4 10% DIF

Parámetro Flebogamma® 5% DIF 

(n = 19)

Flebogamma® 10% DIF 

(n = 6)

Pureza (%) 99,6 ± 0,2 99,3 ± 0,2

Monómeros + dímeros (%) 99,8-100 99,9-100

Polímeros (%)  0,2 0,1 ± 0,02

Formas fragmentadas (%) < 0,3 < 0,3

Otras proteínas 

IgA (mg/ml) < 0,003-0,013 < 0,006

IgM (mg/ml) < 0,002 < 0,002

Transferrina (mg/ml) < 0,002-0,009 < 0,004-0,007

Albúmina (mg/ml) < 0,002-0,007 < 0,005

TABLA 6
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le otorga un valor de integridad del 100%, lo que avala la integridad de la molécula de 
IgG (Tabla 7). Estas características confieren a Flebogamma® 5% DIF y Flebogamma® 
10% DIF una gran estabilidad, gracias a la cual el producto puede mantener sus cuali-
dades hasta 24 meses a temperaturas de entre 2 y 30 °C. En cuanto a los perfiles de 
subclases de IgG, los de Flebogamma® 5% DIF y Flebogamma® 10% DIF son equiva-
lentes a los fisiológicos (Tabla 8). 

Por otra parte, mediante pruebas de neutralización y ELISA se han evaluado los tí-
tulos de anticuerpos específicos que contienen Flebogamma® 5% DIF y Fleboga-
mma® 10% DIF (Tabla 9). Con respecto a estos parámetros, cabe señalar que no 
hay datos uniformes en las comparaciones entre los productos de IGIV de diversos 
fabricantes y que no se ha llegado a una estandarización internacional completa. De 
todos modos, la eficacia de los anticuerpos específicos presentes en Flebogamma® 

Flebogamma DIF®: PKA, actividad anticomplementaria e integridad 
de la región Fc 

Parámetro Flebogamma® 5% DIF

(n = 19)

Flebogamma® 10% DIF

(n = 6)

Precalicreína (UI/ml) < 2 < 2

Actividad anticomplementaria 

(CH50/mg Ig) 

0,40 ± 0,11 0,58 ± 0,17

Integridad de la región Fc

(% en relación con el preparado 

biológico de referencia 

estándar)

109 ± 5 104 ± 11

CH50: actividad hemolítica del complemento; UI: Unidades internacionales.

TABLA 7

Subclases de IgG contenidas en Flebogamma® 5% DIF 
y Flebogamma® 10% DIF

Subclase de IgG Flebogamma® 5% DIF Flebogamma® 10% DIF

IgG1 (%) 66,7 ± 0,6 66,9 ± 0,6

IgG2 (%) 28,2 ± 0,7 27,9 ± 0,7

IgG3 (%) 2,6 ± 0,4 2,7 ± 0,4 

IgG4 (%) 2,5 ± 0,1 2,5 ± 0,1 

TABLA 8
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Títulos de anticuerpos específi cos contenidos en Flebogamma® 5% DIF 
y Flebogamma® 10% DIF 

Patógeno/enfermedad Flebogamma® 5% DIF 

(n = 19)

Flebogamma® 10% DIF 

(n = 3-6)

Virus hepatitis B (UI/g) 37 ± 24 70 ± 20 

Citomegalovirus (UPEI/ml) 26 ± 5 62 ± 15 

Tétanos (UI/ml) 16 ± 3 34 ± 6 

Virus de la poliomielitis tipo 1a 0,4 ± 0,1 0,6 ± 0,2 

Virus del sarampióna 0,5 ± 0,1 0,9 ± 0,1 

Corynebacterium diphtheriae 

(UI/ml)

6 ± 1 12 ± 2 

Virus de la rubéola (UI/ml) 347 ± 54 709 ± 82

Virus de la varicela (UI/ml) 8 ± 0,9 17 ± 1

Streptococcus pneumoniae 

(mg/l)

285 ± 22 1.054 ± 40

Haemophilus infl uenzae tipo B 

(mg/l)

15 ± 1 35 ± 7

Virus vaccinia (UI/ml) 20,7 ± 7,16 –

a Ratio frente a preparado de referencia CBER (Center for Biologics Evaluation and Research).

Para medir las concentraciones de estos anticuerpos específi cos se utilizaron pruebas de ELISA, 

excepto para los anticuerpos contra los virus de la poliomielitis tipo 1, sarampión, difteria 

y vaccinia, para los cuales se utilizaron ensayos de neutralización. 

UI: unidades internacionales; UPEI: unidad Paul Erlich Institut.

TABLA 9

5% DIF y Flebogamma® 10% DIF ha sido demostrada ampliamente en ensayos clí-
nicos12,13. 

Por último, es destacable el hecho de que las inmunoglobulinas contenidas en Flebo-
gamma® 5% DIF y Flebogamma® 10% DIF no se alteran tras ser transferidas a bolsas 
de polipropileno en condiciones adecuadas de esterilidad, ni muestran modificaciones 
tras permanecer almacenadas durante 15 días a temperaturas de entre 2 y 30 °C, lo que 
permite preparar y conservar las dosis exactas que requiere cada paciente antes de re-
cibir la medicación.
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ANTECEDENTES
Durante los años 1998-1999 se produjo en EEUU un drástico desabastecimiento de in-
munoglobulinas intravenosas (IGIV). Su causa radicaba en que los médicos habían co-
menzado a generar una cantidad muy elevada de prescripciones para indicaciones no 
aprobadas (off-label), por lo que los fabricantes locales no llegaban a cubrir la deman-
da. Como resultado de ello, emergió un auténtico «mercado negro» de IGIV y, lo que 
es peor, muchos pacientes con inmunodeficiencias primarias (IDP) se quedaron sin ac-
ceso a su medicación. Con el objeto de diseñar estrategias que permitieran incrementar 
el suministro de IGIV, la Fundación de Inmunodeficiencias (Immune Deficiency Foun-
dation [IDF]), una organización estadounidense que agrupa a pacientes con IDP, pa-
trocinó, juntamente con la Food and Drug Administration (FDA), una serie de reunio-
nes de trabajo a las que también fueron invitados numerosos inmunólogos, algunos de 
ellos de amplio reconocimiento en su país. El planteamiento inicial de la IDF era soli-
citar ayuda a los fabricantes de otros países que ya tuvieran productos aprobados, con 
el objeto de que los exportaran a EEUU. 

Tras algunos meses de debate, la FDA propuso que el tratamiento con un producto 
de IGIV importado del exterior debía proporcionar el beneficio de una tasa máxima de 
1 infección bacteriana grave/paciente/año. Con este objetivo, se consultó al panel de ex-
pertos si era posible recabar alguna información que aportara evidencia sobre la tasa de 
infecciones bacterianas graves en pacientes con inmunodeficiencia variable común 
(IDVC) −una de las IDP más frecuentes− antes y después del diagnóstico y del trata-
miento con IGIV. Y en respuesta a ello, la Prof. Charlotte Cunningham-Rundles, de la 
Mount Sinai School of Medicine de Nueva York, una de las especialistas con mayor ex-
periencia en estos temas en el ámbito internacional, investigó y aportó datos basados en 
unos 40 pacientes con IDVC que demostraban que, en efecto, mediante el diagnóstico 
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y el tratamiento con IGIV se conseguía reducir claramente la tasa de infecciones bacte-
rianas graves en pacientes con este trastorno.

En marzo de 2000, el comité asesor de derivados plasmáticos (Blood Product Advisory 
Committee) de la FDA dio a conocer el nuevo diseño de estudio clínico mínimo (salvo 
que se propusiera y aceptara otro) que los fabricantes del extranjero estaban obligados a 
llevar a cabo si deseaban obtener la aprobación de un producto de IGIV suyo en EEUU. 
Este diseño consistía en un estudio central de fase II/III en el que debían participar un 
mínimo de 50 pacientes con IDP, en el que bastaba incluir una sola rama de tratamien-
to y en el que se evaluaran tres componentes: la seguridad, la eficacia y la farmacociné-
tica del producto de IGIV utilizado.

Esta nueva propuesta de la FDA hizo posible que a partir de entonces se pusieran en 
marcha, sucesivamente, tres estudios centrales para evaluar la eficacia, la seguridad y 
las características farmacocinéticas de tres productos de IGIV de Grifols en pacientes 
con IDP en EEUU. Estos estudios concluyeron con éxito y permitieron, respectiva y su-
cesivamente, la aprobación de Flebogamma® 5%1, Flebogamma® 5% DIF (que incor-
pora el proceso dual de inactivación y nanofiltración [Dual Inactivated plus nanoFilte-
red: DIF])2 y Flebogamma® 10% DIF3. A continuación se describen los aspectos más 
relevantes del estudio en el que se evaluó este último producto.

ESTUDIO CENTRAL CON FLEBOGAMMA® 10% DIF REALIZADO EN EEUU

Diseño y criterios de valoración 
El ensayo de referencia, conocido entre los investigadores como «Study IG-304», fue 
un estudio central de fase II/III que se llevó a cabo en seis centros de tratamiento de 
EEUU, incluyó un solo grupo de tratamiento y tuvo como objetivo evaluar la seguridad, 
la eficacia y la farmacocinética de Flebogamma® 10% DIF. Aunque se esperaba reclu-
tar 50 pacientes, al final sólo pudieron participar 46. La pauta de dosificación fue de 
300-600 mg/kg/mes, que se administraban mediante infusiones cada tres o cuatro se-
manas. En total, se administraron 13-17 infusiones por paciente, por lo que en algunos 
casos el tratamiento excedió el año de duración inicialmente previsto para el estudio. 

El criterio de valoración primario de eficacia fue un máximo de una infección bacte-
riana grave por paciente al año, de acuerdo con los criterios de la FDA4. Se considera-
ban como infecciones bacterianas graves la neumonía, la sepsis/bacteriemia, la artritis 
séptica/osteomielitis, los abscesos viscerales y la meningitis bacteriana. La FDA impu-
so parámetros muy rigurosos para validar el diagnóstico de estas patologías. Por ejem-
plo, para validar el diagnóstico de neumonía era necesario detectar y aportar hallazgos 
físicos y/o radiográficos compatibles con esta enfermedad, un recuento leucocitario ele-
vado correspondiente al doble de lo normal o bien uno de neutrófilos equivalente a más 
de 5.000 células por encima del valor de cribado. 

El criterio de valoración primario de seguridad fue una tasa de efectos adversos (EA) 
por infusión de IGIV inferior al 40% (límite superior del intervalo de confianza [IC] del 
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95%). Con tal objetivo, se diseñó un algoritmo especial para clasificar estos EA como 
leves, moderados o graves (ver apartado «Resultados de seguridad»). De forma sistemá-
tica, se llevaban a cabo análisis de sangre para obtener los valores de alanina aminotransfe-
rasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), lactato deshidrogenasa (LDH), bilirrubina, 
creatinina, nitrógeno ureico en sangre, hemograma completo y antígeno de superficie 
del virus de la hepatitis B (VHB)(HBsAg). También se realizaban pruebas de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) para virus de la hepatitis C (VHC) y virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH).

Los parámetros farmacocinéticos se evaluaron en un subgrupo de 19 pacientes tras las 
infusiones séptima o novena, con el doble objetivo de garantizar la existencia de un pe-
ríodo de reposo farmacológico adecuado con respecto al producto anterior y un período 
de captación suficiente para el nuevo producto. En estas evaluaciones se valoraban la 
concentración máxima (Cmáx), el tiempo máximo (Tmáx), la vida media y el área bajo la cur-
va en un intervalo de tiempo (AUCdías 0-28) de la inmunoglobulina (Ig) total, las subclases 
de Ig y los anticuerpos contra el citomegalovirus (CMV), el tétanos, el VHB (HBsAb) y 
el Streptococcus pneumoniae.

Los criterios de valoración secundarios correspondían a la pérdida de días laborales, es-
colaridad o actividades habituales; los días de hospitalización; el número de episodios 
de otras infecciones validadas; las visitas a servicios de urgencias y/o las visitas no pro-
gramadas a médicos, así como los días de tratamiento o profilaxis con antibióticos ora-
les o parenterales.

Criterios de inclusión y de exclusión
Los criterios de inclusión fueron muy rigurosos. Los pacientes debían tener una edad de 
tres o más años y un peso corporal superior a 27,5 kg, o bien superior a 37 kg si se pre-
veía su reclutamiento en el subgrupo de evaluaciones farmacocinéticas. Estos requi-
sitos procedían mayoritariamente de las juntas de revisión institucional o de los comi-
tés de ética de los hospitales locales, los cuales deseaban asegurarse de que los pacientes 
tuvieran el peso corporal mínimo necesario para reponerse de las numerosas extraccio-
nes de sangre a las que serían sometidos. 

En cuanto a las patologías, los pacientes debían tener el diagnóstico de los siguientes tras-
tornos que integran las IDP: IDVC, agammaglobulinemia ligada a X (ALX) o autosómica, 
síndrome de hiper-IgM o inmunodeficiencia combinada grave, descartándose las deficien-
cias aisladas de una sola subclase de Ig. También debían haber recibido IGIV al menos du-
rante los últimos tres meses, así como mantener un nivel sérico valle o mínimo de Ig no 
menor de 300 mg/dl por encima de sus niveles basales históricos. Por último, era necesario 
que se pudieran documentar sus mínimos de IgG en dos tratamientos consecutivos previos 
al estudio, simplemente para poder compararlos con los de las evaluaciones posteriores. 
En la Tabla 1 se detallan las características demográficas de los participantes en el estudio.

Entre los criterios de exclusión, se requirió que los pacientes no tuvieran antecedentes 
de reacciones adversas graves tras la infusión de sangre o hemoderivados, ni intoleran-
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cia a la fructosa o al sorbitol, ya que en la formulación de Flebogamma® 10% DIF se 
utiliza sorbitol como estabilizador. Tampoco podían tener un déficit selectivo de IgA o 
anticuerpos anti-IgA detectables. Y en los tres meses previos a su incorporación no 
debían haber recibido ningún otro fármaco en investigación ni haberse expuesto a nin-
gún otro hemoderivado, a excepción de la globulina sérica inmune. Las mujeres no po-
dían estar embarazadas ni en fase de lactancia. Se realizaron pruebas iniciales de infec-
ción por VHC, VHB y VIH para descartar a todos los candidatos que dieran positivo en 
alguna de ellas. Durante el estudio se analizaban los valores de ALT, AST y LDH, y 
si alguno de éstos era > 2,5 veces el basal, el paciente quedaba excluido. También se ex-
cluyó a los pacientes que padecían insuficiencia renal, a los que tenían trastornos agu-
dos o crónicos que pudieran interferir en el estudio (trastornos renales o que predis-
ponen a éstos, enfermedad coronaria y trastornos asociados a pérdida de proteínas) o 

Características demográfi cas de los pacientes incluidos en el estudio 

Parámetro demográfi co n

Población total 46

Sexo

Varones 30

Mujeres 16

Raza

Caucásica 44

Hispanos  2

Tipo de IDP

IDVC 37 

ALX  8 

Otrasa  1 

Intervalo de dosis

3 semanas 16 

4 semanas 30 

Media de edad (años) 36,8 (rango: 6,0-65,0)

Media de peso basal (kg) 76,3 (rango: 31,3-132,7)

a Ataxia-teleangiectasia.

ALX: agammaglobulinemia ligada a X; IDP: inmunodeficiencia primaria; IDVC: inmunodeficiencia 

variable común.

TABLA 1
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antecedentes de trombosis venosa profunda o de complicaciones trombóticas del tra-
tamiento con IGIV, así como a los que recibían tratamiento sistemático con ácido ace-
tilsalicílico, paracetamol, otros antiinflamatorios no esteroideos, antihistamínicos o, en 
fin, cualquier medicación que pudiera enmascarar la aparición de EA tras la infusión 
de IGIV. En la práctica, este último requisito, muy importante para la FDA, res-
tringió el reclutamiento a pacientes que no recibían ningún otro tipo de tratamiento 
(aunque, si tras iniciar el estudio, un paciente presentaba un mismo EA en dos o tres 
oportunidades, a partir de entonces podría recibir premedicación sistemática para pre-
venirlo). Por último, no podían participar en el estudio los sujetos que padecieran leu-
cemia linfocítica crónica, linfoma, mieloma múltiple, neutropenia crónica o sida, ni 
aquellos que estuvieran recibiendo tratamiento con corticosteroides (a largo plazo, 
con dosis de prednisolona ≥ 1 mg/kg/día o equivalente), inmunosupresores o inmu-
nomoduladores.

Precisiones sobre la velocidad de infusión 
La FDA tenía un interés particular en determinar hasta qué punto era posible incre-
mentar la velocidad de infusión sin que aparecieran EA, es decir, establecer lo que se 
denomina «ajuste de la velocidad de infusión» (forced upward titration). Por esta razón, 
se solicitó que, en todas las infusiones practicadas a lo largo del estudio, cada vez que, 
conforme se iba incrementando la velocidad de infusión, ésta llegaba a 0,04 ml/kg/min, 
se continuara aumentándola en 0,02 ml/kg/min cada 30 minutos hasta alcanzarse la 
velocidad máxima prevista, es decir, 0,08 ml/kg/min, o bien hasta que apareciera al-
gún EA. En la Tabla 2 se detalla la velocidad de infusión y las dosis de IGIV utilizadas 
en el estudio. 

Dosis y velocidad de infusión de Flebogamma® 10% DIF empleadas 
a lo largo del estudio2

Fase de infusión Velocidad de infusión 

(ml/kg/min)a

Dosis

(mg/kg/h)

Inicio 0,01 60

Incremento a: 0,02 120

0,04b 240

0,06 360

0,08 480

a Los incrementos de velocidad se realizaban cada 30 minutos.
b  A partir de 0,004 ml/kg/min debía incrementarse la velocidad, a intervalos de 30 minutos, hasta 

llegar a la velocidad máxima de 0,08 ml/kg/min o hasta que se detectara y registrara la 

presentación de un efecto adverso.

TABLA 2
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Resultados de eficacia
Por lo que respecta al criterio de valoración primario de eficacia, sólo se produjo un epi-
sodio de neumonía en un paciente, lo que situó la tasa de infecciones bacterianas gra-
ves en 0,021 paciente/año. Este dato fue muy positivo, porque el umbral de beneficio 
fijado por la FDA era, como ya se ha mencionado, de 1 infección/paciente/año.

En cuanto a los criterios de valoración secundarios, los resultados también fueron po-
sitivos. La media de incidencia de otras infecciones (distintas de las bacterianas gra-
ves) documentadas por fiebre y/o radiografía fue de 0,2 episodios por sujeto/año. El 
43% de los pacientes informaron haber perdido al menos un día de actividades labo-
rales o escolares al año, y la media de días perdidos de actividad laboral/escolar/habi-
tual fue de 3,2 días/sujeto/año. A este respecto, es interesante señalar que los traba-
jadores de EEUU pierden una media de 8,5 días de trabajo/año, es decir, varios días 
más que los que pierden los pacientes con IDP adecuadamente tratados con IGIV. 
Por otra parte, el 54,3% de los pacientes que participaron en el estudio tuvieron que 
realizar al menos una visita a urgencias o no programada a un médico, y la media de 
este tipo de consultas fue de 2,1 por paciente/año. Este dato también es de sumo in-
terés, ya que la media de visitas no programadas al médico en la población general 
de EEUU es de 3/año, es decir, superior a la de los pacientes con IDP adecuadamente 
tratados con IGIV. 

Resultados de seguridad
La FDA también había manifestado un especial interés en evaluar los EA que se presen-
taran durante las infusiones y en los 60 minutos siguientes a la administración. Estos EA 
fueron clasificados como «leves» cuando no requerían tratamiento más allá de la admi-
nistración de fármacos sin prescripción; como «moderados» cuando se debía disminuir 
la velocidad o interrumpir temporalmente la infusión, requerían un tratamiento breve 
y no generaban secuelas, y como «graves» cuando requerían la interrupción de la infu-
sión, un tratamiento con fármacos con prescripción y/o generaban secuelas. Para eva-
luar estos EA se elaboró un algoritmo específico (Tabla 3).

Los EA que se presentaban después de 60 minutos tras finalizada la infusión también se 
clasificaban, aunque en este caso se consideraban «leves» cuando se resolvían de forma 
espontánea o no requerían tratamiento más allá de medicación sin prescripción; como 
«moderados» cuando requerían el uso de fármacos con prescripción pero no generaban 
secuelas, y como «graves» cuando requerían consulta con un profesional sanitario o ge-
neraban secuelas.

A lo largo del estudio se realizaron un total de 601 infusiones en 46 sujetos. De és-
tas, 208 (34%) se asociaron a uno o más EA −con independencia de su causa−, mientras 
que 166 (27,6%) se asociaron a uno o más EA relacionados con el tratamiento. Cuaren-
ta y cinco sujetos (aproximadamente el 98%) tuvieron un total de 723 EA −con inde-
pendencia de su causa−, y de éstos, 291 ocurrieron durante las infusiones o en las 72 ho-
ras siguientes, lo que situó la tasa global de EA con asociación temporal a la infusión 
en 0,48 (291/601). 



Ensayos clínicos con inmunoglobulinas intravenosas de última generación: 

experiencia con Flebogamma® 10% DIF en inmunodefi ciencias primarias

33

Algoritmo elaborado para evaluar la gravedad de los efectos 
adversos que se generaban durante las infusiones 
y en los 60 minutos posteriores

Signo/síntoma Leve Moderado Grave

Cardiovasculares

Taquicardia FC 1,2-1,4 veces 

> basal

FC 1,4-1,6 veces 

> basal

FC > 1,6 veces 

> basal

Arritmia Ocasional, 

asintomática (no 

presente antes 

de la infusión)

Continua, < 1/min 

y asintomática

Continua, > 1/min 

o sintomática

Hipotensión (caída 

en PA sistólica o 

diastólica)

10-15%a 16-25% > 25%

Hipertensión 

(aumento en PA 

sistólica o 

diastólica)

20-25% 26-30% > 30%

Alérgicos Prurito sin 

erupciones

Erupciones con 

prurito, taquipnea 

con FR 1,3-2 veces 

basal, presión 

torácica 

sugestiva de 

broncoespasmo

Urticaria, taquipnea 

con FR > 2 veces basal, 

broncoespasmo, 

laringoespasmo, 

angioedema, shock 

circulatorio 

(hipotensión grave)

Sistémicos

Fiebre 37,7-38,4 °C 38,5-40,0 °C > 40,0 °C

Escalofríos Leves, sensación 

de frío

Sacudidas 

intermitentes

Sacudidas continuas, 

piel húmeda y fría

Dolor de cabeza Molesto, pero no 

requiere 

medicación

Responde a 

tratamiento sin 

opiáceos

Requiere analgesia 

con opiáceos 

o persiste a pesar 

del tratamiento

Otro tipo de dolor Molesto, pero no 

requiere 

medicación

Tratamiento con 

medicación que 

no requiere 

prescripción

Tratamiento con 

fármacos que 

requieren prescripción 

y/u opiáceos

Náuseas Molestas, pero 

no requieren 

medicación

El paciente puede 

ingerir líquidos 

sin medicación 

antiemética

El paciente no puede 

ingerir líquidos y/o 

requiere medicación 

antiemética

Vómitos Un episodio Dos episodios Tres episodios o más

a  Si no se acompaña de un incremento de la frecuencia cardíaca y el sujeto se encuentra bien 

o durmiendo no se clasifi ca como efecto adverso.

FC: frecuencia cardíaca; FR: frecuencia respiratoria; PA: presión arterial.

TABLA 3
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En conjunto, se registraron 309/723 (51,4%) EA relacionados con el tratamiento en to-
dos los puntos temporales. Resulta interesante señalar que el número de EA relacio-
nados con el tratamiento por sujeto se redujo progresivamente entre la primera infu-
sión y la última, lo que sugiere que, cuando se cambia de IGIV al 5% a IGIV al 10%, 
podría ser aconsejable reducir la velocidad de administración durante las primeras dos 
infusiones, es decir, hasta que el paciente comience a tolerarlas. 

La mayor parte de los EA no se relacionaron con el fármaco en estudio y fueron leves 
o moderados, ya que se resolvieron durante la infusión y no produjeron secuelas. Tres 
sujetos tuvieron que abandonar el estudio debido a EA, aunque ninguno de ellos pre-
sentó valores consistentes, clínicamente significativos, en ninguno de los parámetros de 
laboratorio analizados, incluida la creatinina sérica. Tampoco se observaron conversio-
nes séricas en las pruebas para detectar infección por VHB, VHC o VIH. Además, tan-
to en las pruebas de laboratorio como en los signos vitales, en los niveles valle de IgG y 
en el resto de las pruebas inmunológicas practicadas durante el estudio no se detecta-
ron señales preocupantes con respecto a la seguridad de los pacientes que recibían in-
fusiones de Flebogamma® 10% DIF en dosis de 300-600 mg/kg.

Resulta ilustrativo analizar la incidencia de EA desde perspectivas diferentes. Así, el porcen-
taje de infusiones durante las cuales se produjeron EA relacionados con el producto (exclu-
yendo las infecciones) fue del 20%, un valor que ascendía al 27% si a estos EA se sumaban 
los acaecidos en las 72 horas posteriores a cada infusión (Tabla 4). Así también, es intere-
sante resaltar que la tasa de EA por sujeto fue más elevada cuanto mayor era la velocidad 
de infusión del producto, situándose en el 23,9% cuando ésta era < 0,02 ml/kg/min y al-
canzando el 44% cuando la velocidad de infusión superaba los 0,06 ml/kg/min (Tabla 5). 

Porcentaje de infusiones durante las cuales se produjeron 
efectos adversos relacionados con el tratamiento (excluyendo 
las infecciones)a

Causa de los EA Período ventana Número de 

infusiones 

con EA

Porcentaje

Con independencia 

de su causalidad

Durante la infusión 162 27,0

En el término de 72 h 208 34,6

Relacionados 

con el tratamiento

Durante la infusión 120 20,0

En el término de 72 h 166 27,6

a Sobre un total de 601 infusiones.

EA: efectos adversos.

TABLA 4
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Los EA relacionados con el tratamiento fueron los característicos de las IGIV. Los más 
frecuentes fueron cefalea, escalofríos intensos de comienzo brusco y pirexia, que se pre-
sentaron, respectivamente, en el 11, el 6 y el 5% de las infusiones. Durante el estudio 
se registraron ocho EA graves sobre un total de cuatro pacientes, aunque sólo uno de 
ellos, el episodio de neumonía referido anteriormente, se consideró como posiblemen-
te relacionado con el tratamiento (Tabla 6).

Relación entre efectos adversos y velocidad de infusión

Velocidad de infusión (ml/kg/min)

(n = 34-46)

< 0,02 0,02-0,04 0,04-0,06 0,06-0,08a

Sujetos con al menos un EA (%) 23,9 27,9 40,9 44

a En algunas infusiones se superó el límite de velocidad de 0,08 ml/kg/min.

EA: efecto adverso.

TABLA 5

Efectos adversos graves registrados durante el estudio

Edad (años)/sexo Diagnóstico Efecto adverso grave

18/varón ALX Dos hospitalizaciones por depresión y consumo 

excesivo de drogas

38/mujer IDVC Una hospitalización por dolor abdominal agudo 

intenso y reparación quirúrgica de una hernia 

previa

58/mujer IDVC Una hospitalización para intervención quirúrgica 

por sinusitis grave con antecedentes de este 

trastorno

48/varón IDVC Un episodio de neumonía que requirió una 

hospitalización, dos episodios de celulitis 

por S. aureus y un absceso subcutáneo

Nota: Del total de ocho EA graves registrados a lo largo del estudio, sólo un episodio de neumonía 

se consideró como posiblemente relacionado con el tratamiento.

ALX: agammaglobulinemia ligada a X; EA: efectos adversos; IDVC: inmunodeficiencia variable común.

TABLA 6
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Resultados farmacocinéticos
El subgrupo en el que se evaluaron las características farmacocinéticas correspondien-
tes a Flebogamma® 10% DIF estaba compuesto por 19 pacientes. Las concentraciones 
de Ig total, subclases de IgG e IgG contra antígenos específicos siguieron patrones si-
milares y no aportaron ninguna evidencia de acumulación excesiva o metabolismo in-
ducido. Los niveles mínimos de IgG presentaron pequeñas variaciones con el cambio 
del tratamiento previo a Flebogamma® 10% DIF. La media de los niveles de IgG fue 
superior en los sujetos infundidos cada cuatro semanas que en aquellos infundidos cada 
tres semanas. Según nuestra experiencia, estos últimos sujetos metabolizarían el produc-
to con mayor velocidad, y por ello deben ser infundidos a intervalos menores. Además, 
en estos pacientes, la media de la vida media de la mayoría de los anticuerpos especí-
ficos resultó claramente inferior que la de la IgG total, mientras que en los pacientes 
infundidos cada cuatro semanas esta diferencia no fue tan evidente.

Resumen de los resultados

Eficacia 
• La tasa de infecciones bacterias graves fue globalmente de 0,021 por paciente/año, 

muy inferior al máximo de 1 por paciente/año requerida por la FDA.
• El número de días laborales/escolaridad/actividades habituales perdidos, el de hospi-

talizaciones, el de visitas a urgencias y visitas no programadas a médicos, así como el 
de otras infecciones, fueron muy bajos.

• La mayoría de los episodios para los que se requirió la administración de antibióticos 
se caracterizaron por síntomas de tipo gripal y/o afectaban a las vías respiratorias su-
periores.

Seguridad
• Los EA asociados a Flebogamma® 10% DIF sugieren que este producto tiene un per-

fil de seguridad similar al que se observa normalmente en otros preparados de IGIV 
aprobados.

• La tasa de EA asociados a la primera infusión (1,2 EA/sujeto) fue superior a las aso-
ciadas a todas las infusiones subsiguientes.

• La tasa de EA asociados a las infusiones se redujo progresivamente a partir de la pri-
mera infusión, en ningún caso se situó por encima de 0,7 EA/sujeto y descendió a su 
mínimo valor en la última infusión (0,275 EA/sujeto).

• La doble inactivación viral y el proceso de nanofiltración a los que se somete Flebo-
gamma® 10% DIF durante su elaboración sugieren que este producto tiene un bajo 
riesgo de transmisión de VHB, VHC y VIH.

Características farmacocinéticas
• Las concentraciones de IgG total, subclases de IgG y anticuerpos contra antígenos 

específicos demuestran que Flebogamma® 10% DIF tiene un comportamiento far-
macocinético normal. 

• Las mediciones de Cmáx, Tmáx, AUC y semividas resultan similares a los de otros pro-
ductos de IGIV disponibles en el mercado.
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Conclusiones del estudio
• Este estudio, realizado según las normas de buena práctica clínica, demuestra la se-

guridad y la eficacia de Flebogamma® 10% DIF. 
• Flebogamma® 10% DIF puede sustituir de forma segura a otros productos de IGIV 

ya aprobados en el tratamiento de las IDP.
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En la última década, el tratamiento de inmunoterapia con nuevos inmunógenos bacte-
rianos está emergiendo como una alternativa terapéutica capaz de estimular la inmuni-
dad innata y la adaptativa específica de sujetos con diversas patologías. Recientemente, 
se ha propuesto la inmunización vía mucosa sublingual como la modalidad alternativa 
de vacunación por la vía de las mucosas que ofrece mayores ventajas para la inmuni-
zación frente a antígenos y alérgenos en el tratamiento de alergias e infecciones res-
piratorias1-8.

La atención sanitaria de las enfermedades infecciosas respiratorias recurrentes (IRR) de 
las mucosas de las vías altas y bajas supone un elevado consumo del tiempo de los pro-
fesionales y del presupuesto que dedica el Sistema Nacional de Salud (SNS). Entre es-
tas patologías, se encuentran de forma prevalente la enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica (EPOC), la cual, según la estimación de recientes estudios epidemiológicos, afec-
ta a más del 10% de la población adulta de entre 40 y 80 años de edad9,10. Además, de-
bido a la persistencia del tabaquismo en los jóvenes, la Organización Mundial de la Sa-
lud (OMS) prevé que la EPOC pasará de ser la cuarta causa de muerte, a nivel mundial, a 
ser la tercera en el año 2020, después de la enfermedad cerebrovascular y la cardiopa-
tía isquémica11. 

Las infecciones bacterianas del tracto respiratorio son un factor de riesgo bien estable-
cido para el desarrollo de las IRR y de las exacerbaciones de la EPOC. La infección es 
causa del 75% de las agudizaciones de la EPOC, siendo las bacterias las responsables de 
la mitad de las agudizaciones de causa infecciosa, principalmente Haemophilus influen-
zae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis y Chlamydia pneumoniae. Sin em-
bargo, en el paciente con EPOC grave y con una agudización que requiere ventilación 
asistida, la infección puede estar causada por Pseudomonas aeruginosa. El resto de las 
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agudizaciones infecciosas están causadas por virus, en ocasiones asociados a bacterias, 
o excepcionalmente por otros microorganismos12.

Las modalidades de tratamiento actuales de las neumonías de repetición y exacerba-
ciones de la EPOC consisten en un abordaje preventivo en la fase precoz con medidas 
socioambientales (prevención primaria destinada a promover el abandono del tabaco 
y la realización de ejercicio físico) e intervenciones de cribado «oportunista» (preven-
ción secundaria destinada a reducir el infradiagnóstico mediante la detección precoz 
de la enfermedad). En la fase en la que ya se ha iniciado el proceso, se emplean me-
didas de tratamiento farmacológico (antibioticoterapia, broncodilatadores y corti-
coterapia) y vacunaciones antígeno-específicas (vacuna con polisacárido capsular del 
neumococo y vacuna antigripal). Sin embargo, la enfermedad crónica inflamatoria pul-
monar eventualmente progresa a la fase avanzada o de secuelas, lo cual conduce a una 
involución del tejido pulmonar con deterioro severo de la función pulmonar y enfise-
ma grave con una limitación importante de la actividad física, generalmente acompa-
ñada de incapacidad y depresión, y además se caracteriza por una respuesta al trata-
miento parcial o incompleta.

Por todo ello, la prevención y el tratamiento adecuado de estas infecciones podrían cons-
tituir una modalidad terapéutica prioritaria para prevenir el desarrollo de estas patolo-
gías. Cualquier intervención que reduzca la incidencia de infecciones puede tener un 
gran impacto en la morbilidad y en la calidad de vida de los afectados, además de inci-
dir directamente en el consumo de recursos sociosanitarios. Por consiguiente, el plan-
teamiento de la identificación y el desarrollo de alternativas terapéuticas preventivas para 
evitar el desarrollo de las IRR está muy justificado. Sin embargo, en la actualidad se 
cuenta con escasas evidencias de la existencia de modalidades de tratamiento que pue-
dan evitar la incidencia de las IRR en estos pacientes.

A continuación se describe la justificación científica de una nueva modalidad de trata-
miento que consiste en la utilización de vacunas bacterianas de mucosas para la preven-
ción de las IRR y se resumen los resultados de un número limitado de ensayos clínicos 
abiertos, no controlados y aleatorizados doble ciego sobre este tema. En conjunto, los re-
sultados de estos estudios sugieren que este tipo de inmunomodulación terapéutica con 
vacunas bacterianas de mucosas puede representar una nueva alternativa en la clínica 
para reducir el riesgo de IRR en estos pacientes.

HALLAZGOS PROCEDENTES DE ESTUDIOS NO CLÍNICOS
El tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) contribuye de forma muy importante tan-
to al sistema inmunológico innato como al adaptativo5,13,14. Estudios recientes en modelos 
animales sugieren que la modalidad de inmunoterapia que utiliza la vía de las mucosas 
(p. ej., vacunas de mucosas oral, sublingual, rectal, vaginal, intranasal) para la adminis-
tración del antígeno es un abordaje generalmente seguro y eficiente para la inducción 
de respuestas inmunológicas con potencial para la prevención de enfermedades infec-
ciosas causadas por patógenos bacterianos y virales que penetran en el organismo a tra-
vés de la superficie de las mucosas4,5,15.
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Las respuestas inmunológicas inducidas en las mucosas constituyen una línea de defensa 
precoz e importante frente a los diversos patógenos: bacterias, virus y parásitos. La vacu-
nación sublingual induce respuestas inmunológicas antígeno-específicas de ambos tipos: 
de linfocitos B activados, con producción de anticuerpos secretores IgA (IgA-S) y anticuer-
pos tipo IgM e IgG, así como de respuestas mediadas por linfocitos T CD4+ y CD8+, con 
producción de interleucinas tipo Th2 (IL-4, IL-10) y Th1 (factor de crecimiento transfor-
mante beta [TGF- ], IL-12, interferón gamma [IFN- ]), no sólo a nivel de la mucosa lo-
cal, sino también en los compartimentos sistémicos y en las mucosas distantes del sitio de 
la administración13,16,17. La presencia de un número alto de células presentadoras de antí-
genos (CPA), tipo células dendríticas (CD), en la mucosa sublingual facilita la captación, 
el procesamiento y la posterior presentación del antígeno a los linfocitos T CD4+ y CD8+ 
en los ganglios linfáticos de drenaje próximos al sitio de la administración. Las CPA (CD 
y macrófagos) de ganglios linfáticos, intestino y pulmón controlan la activación, la ex-
pansión y la supervivencia de las células reguladoras de distintos fenotipos y funciones, 
como son los linfocitos T helper o colaboradores CD4+ tipo Th1 efectores, los linfoci-
tos T CD4+ tipo Th2 que antagonizan los Th1 mediante la producción de IL-4 e IL-10, 
los linfocitos T CD4+ o CD8+ tipo Th3 productores de TGF-  y los linfocitos T regula-
dores (Treg) CD4+CD25+ que inhiben la proliferación de los linfocitos T CD4+ 18-24.

En modelos entéricos y respiratorios, y en relación con la inmunización por la vía de las 
mucosas, no sólo se ha descrito la inducción de IgA-S en la superficie de las mucosas 
(que constituye uno de los principales mecanismos de defensa humoral), sino también 
la generación de respuestas mediadas por linfocitos T CD4+ (Th1) productoras de IFN-  
y de respuestas citotóxicas por linfocitos T CD8+ (linfocitos citotóxicos), claves para la 
inmunidad protectora y el aclaramiento de patógenos bacterianos y virales25-31. 

El sistema inmune innato está formado por diversos efectores que incluyen fundamen-
talmente macrófagos, células dendríticas y células natural killer (NK). Las células NKT 
(CD3+CD16+/CD56+) son un subgrupo importante de linfocitos con características de 
ambas células (T y NK) que forman parte de los sistemas innato y adaptativo (linfocitos B 
y T antígeno-específicos y sus respuestas clonales de memoria) y que ejercen de puente 
entre ambos tipos de inmunidad. A las células NKT se les ha adscrito un papel protec-
tor en las infecciones, el cáncer y la sarcoidosis, pero últimamente se le ha asignado tam-
bién un papel importante en la inmunopatogénesis de las enfermedades pulmonares cró-
nicas, como el asma, la EPOC y la neumonitis por hipersensibilidad32-36.

Las células NKT tienen las capacidades de promover y suprimir las respuestas inmuno-
lógicas mediante diferentes subtipos con diversas funciones. Las células NKT CD4+ ac-
tivadas producen citocinas Th1 (IFN-  y factor de necrosis tumoral alfa [TNF- ]) y Th2 
(IL-4, IL-10 e IL-13), mientras que las NKT CD4–CD8– (doble negativas) y las CD4–

CD8+ producen citocinas Th1 y pueden mostrar actividad citotóxica antígeno-específi-
ca y actividad tipo NK34,37,38. 

Se ha postulado que el sistema inmune innato media las respuestas agudas frente a los 
agentes infecciosos, mientras que una respuesta adaptativa atípica puede causar una res-
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puesta inflamatoria crónica. Así pues, se ha sugerido que las infecciones por bacterias 
y/o virus (tipo virus sincitial respiratorio [VSR]) pueden estimular el desencadenamien-
to de una respuesta aguda persistente de la inmunidad innata y eventualmente condu-
cir a una respuesta atípica de la inmunidad adaptativa, provocando una alteración cró-
nica inflamatoria, como ocurre en el asma y la EPOC39-41.

La EPOC, que se caracteriza por bronquiolitis respiratoria, bronquitis crónica y enfi-
sema, está en gran parte mediada por un tipo de respuestas Th1 inmunológicas en las 
que participan fundamentalmente células NKT CD4–CD8+ que se reclutarían selecti-
vamente en el pulmón (incremento de células tipo NKT CD3+CD56+ dependientes de 
CD1d, con una proporción de células tipo NKT CD4+ disminuida). Tales células, tras 
interaccionar con los macrófagos y activarlos, producirían IL-13 e IL-17, lo cual lleva-
ría a la respuesta proinflamatoria crónica existente en el pulmón característica de esta 
enfermedad. 

En la mucosa local de las vías respiratorias, las CD presentadoras que expresan CD1d 
pueden captar niveles bajos de antígeno viral y estimular la activación de células NKT. 
En un modelo experimental de enfermedad crónica que simula la EPOC en humanos, 
se ha observado que, tras una infección viral respiratoria, las células NKT (dependien-
tes de CD1d) migran al pulmón y presentan una activación crónica con una produc-
ción selectiva incrementada de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de IL-13. Esto 
conduce al reclutamiento y la activación crónica del macrófago pulmonar (que expresa 
CD1d) y contribuye, junto a los linfocitos T CD3+CD4+, a la producción predominante 
de IL-13 en el pulmón, una interleucina que actúa como mediador principal de la res-
puesta inflamatoria crónica. En el modelo, la presencia de IL-13 es un requisito para 
la inducción de la metaplasia de las células mucosas y de la hiperreactividad de las vías 
respiratorias que, después de la infección viral, conduce a la EPOC. Se ha observado 
un fenómeno similar en muestras de pulmón de receptores de trasplante pulmonar 
con EPOC. Se describe así, por primera vez, un eje inmunológico formado por célu-
las NKT/macrófagos/IL-13. La regulación de la función de la célula NK es un requisito 
para el óptimo desarrollo de las respuestas antibacterianas y antivirales inmunes inna-
tas y adaptativas22,40,42-44. 

Un objetivo crucial en el desarrollo de vacunas es la inducción de memoria inmunoló-
gica, gracias a la cual se origina un reservorio de células efectoras con capacidad de ex-
pansión y de reacción rápida y efectiva y durante períodos prolongados con respuestas 
inmunológicas específicas ante la detección del patógeno específico. La inducción de 
este tipo de respuestas de memoria está condicionada por la naturaleza del antígeno, 
del adyuvante y de la vía de administración. Así pues, la inmunización sublingual su-
pondría una ventaja para modular la generación de las células de memoria del tipo T 
CD4+ colaboradoras (Th1) frente a patógenos inhalados específicos, lo que regularía 
las defensas antimicrobianas innatas y adaptativas mediante la inducción de respuestas 
efectoras humoral y celular y el mantenimiento de una vigilancia inmunológica durade-
ra después de la vacunación de forma más eficaz, en comparación con otras vías de in-
munización1-8,45-49. 
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HALLAZGOS PROCEDENTES DE ESTUDIOS CLÍNICOS
La importancia de considerar la posibilidad de inducción de respuestas inmunológi-
cas de memoria a nivel de las mucosas se debe a que, en humanos, la mayoría de las 
infecciones comienzan en o afectan a la superficie de las mucosas (p. ej., infecciones 
gastrointestinales inducidas por Escherichia coli, Clostridium difficile, Shigella, ro-
tavirus, etc.; infecciones respiratorias inducidas por Streptococcus pneumoniae, Hae-
mophilus influenzae, virus influenza, VSR, etc.; infecciones genitales inducidas por 
virus de la inmunodeficiencia humana [VIH], virus del herpes simple, Neisseria go-
norrhoeae, Chlamydya trachomatis, etc.). En la EPOC, aproximadamente la mitad 
de las exacerbaciones se asocian a la presencia de infecciones en el tracto respirato-
rio inferior, principalmente por bacterias comunes patogénicas del tipo Streptococ-
cus pneumoniae y Haemophilus influenzae, lo cual acelera el deterioro de la función 
pulmonar. En estos sujetos con EPOC se ha descrito un defecto funcional de las res-
puestas de la inmunidad innata del macrófago, que presenta una capacidad fagocíti-
ca reducida para eliminar los mencionados patógenos y una producción alterada de 
citocinas que favorece la colonización bacteriana, la activación crónica y el incremen-
to de la frecuencia de las exacerbaciones, con el subsecuente deterioro funcional pul-
monar. Como residentes de los fagocitos mononucleares del pulmón, los macrófagos 
alveolares desempeñan un papel fundamental en las defensas frente a los patóge-
nos inhalados50-54.

Los agentes inmunomoduladores de diverso origen, incluidos los bacterianos, pueden 
desempeñar un papel importante en la inmunomodulación de los mecanismos funciona-
les de la inmunidad innata de tipo NK, de tipo macrófago y de los receptores tipo Toll 2 
(TLR2) en la superficie del macrófago alveolar, cuya expresión y activación están impli-
cadas en el reconocimiento y la fagocitosis de las bacterias. Ciertos defectos funciona-
les inmunológicos específicos frente a las bacterias patogénicas inhaladas están impli-
cados en la reducción del aclaramiento bacteriano, lo cual conduce a la cronicidad de 
las infecciones que desencadenan las agudizaciones52-55.

Los inmunomoduladores de origen bacteriano pueden prevenir las infecciones que de-
sen cadenan las agudizaciones56-59. Se cuenta con estudios que demuestran la eficacia de 
este tipo de productos en la prevención de las agudizaciones de la EPOC60-63, alguno 
de ellos con una muestra relativamente significativa64.

En un ensayo clínico aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo (estudio PARI-IS) 
se evaluó el efecto de un agente bacteriano inmunomodulador en la prevención de exa-
cerbaciones respiratorias en sujetos con EPOC. Los resultados demostraron que el agen-
te inmunomodulador producía un beneficio clínico en los sujetos enfermos al reducir 
el número de episodios respiratorios graves que precisan hospitalización56,57,59,64-69.

En una revisión sistemática se analizaron los resultados de 13 ensayos clínicos aleatori-
zados y controlados con placebo65 que incluían, en total, a 1.971 sujetos. Los autores de 
la revisión reconocen que dos ensayos64,70 (que incluían a 731 sujetos) aplicaban la me-
todología apropiada y comunicaban una acción sobre las exacerbaciones, aunque el res-
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to de los ensayos eran de baja calidad metodológica y no demostraban de forma conclu-
yente un efecto en la prevención de agudizaciones.

En todos estos ensayos, los inmunomoduladores empleados eran lisados bacterianos 
que se administraban en cápsulas por vía oral deglutidas. Esta vía oral con estimulación 
de la mucosa a distancia, es decir, a nivel de intestino, no produce un efecto sistémico 
tan eficaz como la estimulación por la vía mucosa sublingual o nasal1,5.

Hay una serie de estudios que sugieren que el beneficio clínico puede ser mayor cuan-
do la inmunomodulación se realiza por estimulación directa de elementos del sistema 
inmune presentes en la mucosa sublingual71,72. En los sujetos con EPOC, la respuesta in-
nata funcional del macrófago residente del compartimento alveolar del pulmón frente 
a las bacterias patogénicas inhaladas puede ser crucial para el mantenimiento de un 
ambiente estéril en el pulmón; tal respuesta incluye la actividad fagocítica, el denomi-
nado killing o muerte intracelular, la producción de citocinas proinflamatorias y de óxi-
do nítrico y la activación y expresión de genes TLR en el macrófago50,53,54,73,74.

En el líquido del lavado broncoalveolar (LBA), los macrófagos alveolares representan 
el 90-95% de las células existentes y no sólo ejercen una alta actividad fagocítica, sino 
que también producen citocinas proinflamatorias. Se dispone de estudios en sujetos con 
EPOC que demuestran la existencia de una alteración específica en la respuesta fago-
cítica y bactericida frente a las bacterias, así como una producción anormal de citocinas 
por activación aberrante del macrófago alveolar, lo cual conlleva el desarrollo de un mi-
croambiente proinflamatorio anómalo en el tracto respiratorio inferior que afecta de for-
ma notoria al aclaramiento o la eliminación de los patógenos bacterianos50,53,54,75,76. La 
colonización bacteriana de las vías respiratorias inferiores induce la inflamación cróni-
ca, y ésta, por mecanismos no bien definidos, contribuye a la progresiva obstrucción de 
los tejidos afectados77-79.

Las alteraciones observadas en los macrófagos alveolares no se aprecian en los macrófa-
gos derivados de monocitos de sangre periférica, lo que sugiere que el mismo antígeno 
bacteriano puede estimular diferentes vías de señalización intracelular en los macrófa-
gos de diferentes compartimentos. Se ha observado que también la edad y la acumu-
lación de años de tabaquismo tienen efectos marginales en el macrófago alveolar. Por 
todo ello, el macrófago alveolar representa una célula diana de gran relevancia clínica 
para los patógenos respiratorios54,80.

Los mecanismos de reconocimiento específico de bacterias por parte del macrófago que 
incluyen los receptores TLR2 y TLR4, CD14, CD36, CD163 y el receptor de manosa 
difieren de los mecanismos de reconocimiento de partículas inertes o de células apop-
tóticas epiteliales52,76.

En estudios que utilizaban la proteína de la membrana externa y lipooligosacáridos de 
Haemophilus influenzae como inmunoestimulantes con propiedades proinflamatorias 
del macrófago humano, se demostró que la producción de TNF- , IL-8, IL-1 , IL-10 
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e IL-12 está significativamente disminuida en el macrófago alveolar de los sujetos con 
EPOC. Estos datos sugieren la existencia de un defecto fundamental de la respuesta in-
munológica del macrófago frente a los patógenos bacterianos respiratorios. Por consi-
guiente, en la EPOC, un fallo en la respuesta inmunológica innata, asociado a una alte-
ración funcional intrínseca del macrófago alveolar, conlleva la persistencia de una carga 
bacteriana en el microambiente del tracto respiratorio inferior y representa un estímu-
lo antigénico crónico que provoca el incremento, en el área pulmonar, de otros media-
dores inflamatorios inmunológicos (aparte del macrófago), tales como linfocitos T, B y 
NKT, con una producción alterada de citocinas proinflamatorias. Este incremento pro-
porcionaría una fuente adicional (hipótesis del «círculo vicioso») para la persistencia del 
daño inflamatorio crónico y progresivo del pulmón de la EPOC50,53,54,81. Otros estudios 
han sugerido que en la EPOC también existen alteraciones funcionales de la inmuni-
dad celular T CD4+ antígeno-específica82.

En conjunto, los estudios mencionados sugieren que la inmunomodulación a través de 
la inmunización por la vía de las mucosas con antígenos bacterianos podría considerar-
se una alternativa de administración inmunoterapéutica segura y eficaz para estimular 
de manera robusta y duradera el sistema inmune innato, con la potenciación simultá-
nea de una inmunidad adaptativa especifica local y sistémica. La potenciación de estas 
respuestas inmunológicas ha mostrado una asociación con la capacidad para inducir re-
sistencia frente a las infecciones y para modular fisiológicamente la respuesta inflama-
toria crónica. 

Por todo ello, estos datos apoyan sólidamente que la inmunización por vía sublingual 
puede ser una opción óptima en términos de eficiencia para la prevención de la infec-
ción por bacterias respiratorias inhaladas. Por otra parte, no se ha demostrado que los 
agentes farmacológicos actualmente disponibles para el tratamiento de la EPOC (gluco-
corticoides, broncodilatadores, azitromicina, etc.) puedan ejercer un efecto modulador 
de las respuestas innata y adaptativa específica con un impacto de relevancia clínica en 
la respuesta inflamatoria crónica aberrante asociada a la evolución de la EPOC.

ESTUDIOS CLÍNICOS Y METAANÁLISIS REALIZADOS HASTA LA FECHA
Una serie de estudios clínicos no controlados sobre IRR en adultos y niños han mostrado 
que la administración oral de lisados bacterianos polivalentes mejora la respuesta clínica 
reduciendo el número, la duración y la gravedad de los episodios infecciosos59,62,64,65,83-86. 
Además, un número pequeño de estudios clínicos no controlados realizados en sujetos 
con EPOC y que han utilizado la administración oral de preparaciones bacterianas poli-
valentes (lisados) sugieren un efecto beneficioso en la prevención de las exacerbaciones 
de la enfermedad, también con una disminución del número, la duración y la grave-
dad de los episodios infecciosos pero, además, con una reducción del uso de antibió-
ticos y de los recursos sanitarios (reflejado en tasas menores de ingresos hospitalarios). 
A su vez, estos ensayos clínicos han demostrado un impacto positivo sobre las funciones 
inmunitarias deterioradas en estos pacientes, tales como la actividad de los macrófagos 
alveolares y la producción de IFN- . La utilidad de esta modalidad terapéutica (inmu-
nomoduladores con lisados bacterianos) en la práctica clínica ha sido una cuestión de-
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batida debido a los resultados contradictorios observados en los ensayos con los diver-
sos tipos de preparaciones bacterianas utilizadas en diferentes contextos clínicos.

A continuación se mencionan los metaanálisis y estudios clínicos más relevantes sobre 
el uso de diversos inmunoestimulantes en las infecciones respiratorias:

• Bergemann y colaboradores67 realizaron el primer metaanálisis que analizó la eficacia 
de un lisado bacteriano frente a placebo para reducir el número de exacerbaciones 
agudas en sujetos con bronquitis crónica. También realizaron un análisis de la rela-
ción coste/efectividad. 

• El metaanálisis realizado por Del-Rio-Navarro y colaboradores87 mostró que los in-
munomoduladores reducen la incidencia de infecciones respiratorias agudas en los 
niños en un promedio del 40%. Analizaron un total de 34 ensayos controlados con 
placebo que incluían a un total de 3.877 participantes.

• Schaad88 realizó una revisión sistemática del uso de un lisado bacteriano como inmu-
noestimulante en sujetos pediátricos con IRR. En el metaanálisis se incluyeron ocho 
estudios controlados y aleatorizados. Este metaanálisis muestra que la población tra-
tada con dicho lisado presentaba de forma significativa y consistente menos casos de 
IRR (26,2%) en un período de seis meses. Los datos sugieren que el efecto es mayor 
en los sujetos con mayor riesgo de IRR.

• En una revisión sistemática realizada por Steurer-Stey y colaboradores65, se analiza-
ron los resultados de 13 ensayos clínicos aleatorizados y controlados con placebo que 
incluían a un total 1.971 sujetos. Los autores de la revisión reconocen que sólo dos 
ensayos (que incluían a 731 sujetos) tenían la metodología apropiada y comunicaban 
una acción sobre las exacerbaciones64,70.

• Collet y colaboradores64 realizaron un ensayo aleatorizado y doble ciego controlado con 
placebo para estudiar el efecto de un agente inmunoestimulante (un liofilizado del 
lisado de los ocho patógenos más comunes aislados en infecciones del tracto respira-
torio) que se administraba por vía oral para prevenir la exacerbación aguda de las vías 
respiratorias en sujetos con EPOC. En el mismo número de la revista, Anthonisen57 
publicó un editorial en el que elogiaba la calidad del ensayo y apuntaba que el trata-
miento con este lisado bacteriano tal vez fuera capaz de modificar el curso de la EPOC. 
También señalaba que, al reducirse a la mitad el número de días de hospitalización, 
los costes debidos a la enfermedad se reducían considerablemente. Además, hacía re-
ferencia a la facilidad de la administración del preparado evaluado.

• En el ensayo de Orcel y colaboradores70 se evaluaron los efectos preventivos de la va-
cunación oral con un lisado bacteriano en sujetos de edad avanzada con bronquitis 
aguda. Los resultados sugerían que el lisado bacteriano mostraba un efecto protector 
contra la bronquitis aguda en sujetos de edad avanzada.

• En una revisión de la Colaboración Cochrane de 200689 se analizaron seis ensayos 
clínicos que comparaban los efectos de una vacuna de H. influenzae en sujetos con 
exacerbaciones agudas recurrentes de bronquitis crónica y que incluían a un total de 
440 sujetos. Los revisores concluyeron que la vacunación de los sujetos con exacerba-
ciones agudas recurrentes de bronquitis crónica en otoño podía reducir el número y 
la gravedad de las exacerbaciones durante el invierno siguiente.
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• Existen resultados recientes muy determinantes relacionados con la efectividad de los 
inmunomoduladores inmunológicos de origen bacteriano administrados por la mu-
cosa sublingual para la reducción de las infecciones respiratorias en una población de 
sujetos susceptibles. En un ensayo clínico doble ciego, aleatorizado y controlado con 
placebo (estudio PARI-IS) que evaluó el efecto adyuvante de un inmunógeno bacte-
riano en la prevención de exacerbaciones en sujetos con EPOC, se observó una reduc-
ción del número de episodios respiratorios graves que terminan en hospitalización64. 
Se ha demostrado que la inmunoestimulación a través de la mucosa sublingual pro-
duce respuestas inmunológicas muy intensas de tipos tanto innato como adaptativo 
específico a nivel local y a nivel sistémico a distancia, en la mucosa del tracto respira-
torio y del pulmón1,5. Más aun, existen estudios que demuestran que las bacterias en-
teras inactivadas producen una estimulación de los macrófagos mucho más robusta 
que la inducida por los lisados bacterianos90,91. No obstante, existe todavía incerti-
dumbre acerca de cuál es el tipo de respuestas inmunológicas innata y adaptativa 
inducidas por estas preparaciones bacterianas que tienen la capacidad de impactar 
eficazmente en la respuesta clínica de los sujetos con IRR58.

• Recientemente se han realizado varios estudios con vacunas bacterianas en sujetos 
con IRR59,62,84,86,92-99 y en sujetos con EPOC56,60,64-66,69,100,101 que sugieren que estas te-
rapias son eficaces en la disminución de los episodios infecciosos en estos pacientes. 

ENSAYO CLÍNICO PILOTO REALIZADO EN EL HGUGM UTILIZANDO 
LA VACUNA BACTEK®

Uno de los estudios clínicos más recientes sobre la eficacia de las vacunas de mucosas 
en la prevención de las IRR se ha llevado a cabo en la Unidad de Inmunología Clínica 
del Hospital General Universitario Gregorio Marañón (HGUGM) y ha utilizado como 
inmunomodulador bacteriano un preparado Bactek®102. Si bien este estudio constituye 
el tema central del último capítulo de este libro, a continuación se ofrece un resumen 
y una reflexión sobre sus resultados.

Bactek® es el nombre genérico de la vacuna bacteriana fabricada hace más de 10 años 
por la compañía española Inmunotek, S. L. La última generación de este producto se ca-
racteriza fundamentalmente por tres nuevos aspectos: 1) utiliza glicerol como solución 
adyuvante, 2) posee una concentración más elevada de las bacterias que con mayor fre-
cuencia están presentes en el tracto respiratorio de los sujetos con IRR y 3) se adminis-
tra en espray por la vía de la mucosa sublingual. Este preparado contiene una alta con-
centración (109 bacterias/ml) de las siguientes bacterias inactivadas: Staphylococcus 
aureus (15%), Staphylococcus epidermidis (15%), Streptococcus pneumoniae (60%), 
Klebsiella pneumoniae (4%), Branhamella catarrhalis (3%) y Haemophilus influenzae 
(3%). Los excipientes que contiene son: glicerol (50%), esencia de piña (cantidad sufi-
ciente para [c.s.p.] 1 ml), cloruro sódico (9 mg/ml) y agua para inyección (c.s.p. 1 ml). 
Esta composición es la que se emplea con mayor frecuencia en sujetos con IRR.

En este ensayo se evaluó el efecto de la administración de Bactek® por vía sublingual 
diaria, durante seis meses, para la prevención de las infecciones respiratorias en una co-
horte de 17 sujetos adultos con IRR. Al inicio del estudio y al final de la inmunización 
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se llevaron a cabo determinaciones inmunológicas en las que se valoró la prolifera-
ción de linfocitos T antígeno-específicos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ frente a antígenos de 
Bactek®, los niveles séricos de inmunoglobulinas (Ig), los anticuerpos específicos fren-
te al polisacárido capsular de neumococo y frente al toxoide tetánico y las subpoblacio-
nes de linfocitos B, T y NK. 

Desde el inicio de la inmunización terapéutica y durante un período de 12 meses se ob-
servó un impacto en el control clínico, con una notable reducción en la frecuencia de 
las IRR superiores e inferiores, en comparación con el número de IRR que estos mis-
mos sujetos habían tenido durante los 12 meses anteriores al tratamiento. Estos datos 
clínicos son consistentes con las observaciones de otro estudio con vacuna bacteriana 
controlado con placebo realizado en niños en el que se demostró que la respuesta clí-
nica era más eficaz en los sujetos seleccionados que habían presentado un mayor núme-
ro de IRR durante el año anterior a la terapia86.

Los resultados evidenciaron una asociación de la respuesta clínica positiva con una res-
puesta inmunológica antígeno-específica mediada por linfocitos T CD4+ colaborado-
res102. Se demostró también un incremento significativo de la capacidad proliferativa de 
los linfocitos T CD3+CD4+ frente a los antígenos de Bactek® a los seis meses, en com-
paración con el inicio del tratamiento (p < 0,0001), como asimismo de los linfocitos T 
CD3+ (p < 0,05). No se observaron diferencias significativas entre el inicio y el mes 6 
en los niveles séricos de Ig, anticuerpos específicos o las subpoblaciones de linfocitos B, 
T y NK en sangre periférica. Se apreció una reducción significativa en la tasa de infec-
ciones respiratorias, en comparación con la del año previo a la iniciación de la inmuni-
zación (p < 0,0001). 

Estos resultados demuestran que la administración a largo plazo de un preparado bac-
teriano polivalente por vía sublingual en sujetos con IRR ejerce un efecto estimulador 
de la respuesta inmune de los linfocitos T CD4+ frente a los antígenos bacterianos que 
podría asociarse con beneficios clínicos significativos.

El aumento significativo de la capacidad proliferativa de los linfocitos T CD3+CD4+ an-
tígeno-específicos podría ser uno de los principales mecanismos inmunomoduladores 
a nivel sistémico inducidos por la vacunación sublingual con la preparación polivalente 
bacteriana (Bactek®). Sin embargo, la respuesta linfoproliferativa específica no es el 
único mecanismo inmunológico que puede haberse modificado en los sujetos por la in-
munización con los antígenos bacterianos. Es posible que, a nivel local, en los distintos 
compartimentos de las mucosas de los tractos respiratorios superior e inferior se haya 
estimulado también la respuesta inmunológica innata mediante la inmunomodulación 
del defecto fundamental, es decir, la respuesta inmunológica del macrófago frente a los 
patógenos bacterianos respiratorios, así como a otros efectores T, B y TNK, normali-
zándose así la producción de citocinas proinflamatorias en el microambiente54. La esti-
mulación de la respuesta innata también puede haber contribuido a la inducción de la 
potente y mantenida respuesta de la inmunidad celular antígeno-específica observada 
en los sujetos inmunizados39. Sin embargo, la activación y la interacción de los mecanis-
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mos inmunológicos efectores del sistema innato y del adaptativo específico deben ser 
aclarados, sobre todo en el contexto de su posiblemente importante papel en la inmu-
nomodulación terapéutica y la mejoría clínica observada86.

En este ensayo, después de seis meses de tratamiento con Bactek® también se observó 
un aumento en la capacidad proliferativa de los linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ 
específicos frente a los antígenos del virus de la gripe82. El hecho de que los sujetos hu-
bieran recibido la vacuna de la gripe o hubieran sufrido una infección por el virus de 
la gripe al menos durante los dos años anteriores al tratamiento con Bactek® plantea la 
posibilidad de que la inmunización bacteriana podría haber inducido un efecto inmu-
noestimulante que, a su vez, ejerciese una inmunomodulación de la respuesta inmune 
celular en curso frente a los antígenos virales103-107. Este hecho podría estar relacionado 
con la existencia de una dependencia de la actividad colaboradora de los linfocitos T 
CD4+ para la expansión de los linfocitos T CD4+ y CD8+ antígeno-específicos108, así como 
con la generación y la inducción de respuestas específicas de los linfocitos T CD4+ co-
laboradores asociadas a las repuestas inmunes eficaces en terapias de inmunización a lar-
go plazo59,83,86.

Este estudio clínico piloto sugiere un efecto beneficioso en la respuesta clínica de las 
IRR de una vacuna bacteriana polivalente administrada por vía sublingual, y este efec-
to beneficioso se asocia a una activación de la respuesta T CD4+ linfoproliferativa espe-
cífica frente a los antígenos bacterianos82. En conjunto, estos datos son consistentes con 
los de otros estudios que demuestran una asociación entre la inmunización con inmu-
nomoduladores bacterianos polivalentes y la mejoría clínica de las enfermedades respi-
ratorias64,65,84,101,109,110. 

Recientemente (noviembre de 2012), la Agencia Española de Medicamentos y Pro-
ductos Sanitarios (AEMPS) ha aprobado la realización de un ensayo clínico doble cie-
go, aleatorizado y controlado con placebo en 200 pacientes con EPOC de la Comu-
nidad de Madrid. En España, esta patología afecta al 9% de las personas mayores de 
40 años de edad y al 20% de las mayores de 65 años y constituye una de las causas más 
frecuentes de consulta en los Centros de Atención Primaria y los servicios hospitala-
rios del SNS82,111-119. En una publicación del año 2001115, se estimaba que en España la 
EPOC originaba aproximadamente el 10-12% de las consultas de Atención Primaria 
y el 35-40% de las de Neumología, y que asimismo ocasionaba un 35% de las incapa-
cidades laborales definitivas. Además, la EPOC era responsable del 7% de los ingre-
sos hospitalarios y figuraba en cuarto lugar entre las causas de muerte (33 muertes/
100.000 habitantes/año). Los gastos generados por esta enfermedad ascendían al 2% 
del presupuesto anual del Ministerio de Sanidad y Consumo y al 0,25% del producto 
interior bruto. Se estimaba que los costes sociales, laborales y sanitarios anuales atribui-
bles a la EPOC ascendían a 2.400 millones de euros, con un gasto de 1.652-2.344 € por 
enfermo/año. Estos costes no han cesado de aumentar, sobre todo como consecuen-
cia del envejecimiento de la población, del incremento de la prevalencia de la enfer-
medad y del precio de los nuevos fármacos y la incorporación de las modalidades te-
rapéuticas recientes.
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El control efectivo de las agudizaciones de la EPOC mediante la administración de una 
vacuna bacteriana de mucosas supondría ingentes ahorros de costes para los sujetos afec-
tados, para la sociedad y para el SNS; por consiguiente, el planteamiento del desarrollo 
clínico de una vacuna terapéutica de mucosas, administrada por vía sublingual como 
alternativa terapéutica preventiva para evitar el desarrollo de las IRR y exacerbaciones 
de la EPOC está justificado desde una óptica tanto científica como sanitaria. 
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El objetivo de este capítulo es revisar de forma sintética algunos de los principios bási-
cos de la inmunología de las mucosas relacionados con el desarrollo, el diseño y la ad-
ministración de las vacunas que se aplican en las mucosas del organismo, es decir, las 
denominadas vacunas de mucosas. 

Los científicos que investigan nuevas vacunas a veces afirman, de forma coloquial, que 
«las vacunas no salvan vidas, pero las vacunaciones sí», una frase que alude al hecho de 
que las vacunas sólo alcanzan su verdadero potencial cuando se superan las sucesivas fa-
ses de su desarrollo y se consigue que su aplicación quede debidamente protocolariza-
da. Lamentablemente, la mayoría de las vacunas que empiezan a investigarse no suelen 
alcanzar este estatus, sino que, por una u otra causa, no superan las primeras barreras, 
deviniendo en meras «curiosidades de laboratorio», como se las apoda en la jerga cien-
tífica. Huelga decir que esta realidad está perfectamente asumida entre los investigado-
res del International Vaccine Institute (IVI), un organismo oficial de la Organización 
Mundial de Salud –el único, en el ámbito internacional− que se encarga específicamen-
te de diseñar vacunas para los países menos favorecidos desde un punto de vista econó-
mico, en particular para la población pediátrica.

EL SISTEMA INMUNITARIO DE LAS MUCOSAS 
Y LAS VACUNAS DE MUCOSAS
En los últimos años, cada vez ha ido cobrando más firmeza el concepto de sistema in-
munitario de las mucosas, el cual hace referencia a la función inmunitaria que compar-
ten, entre otras, las mucosas de las vías respiratorias, del tracto digestivo, del aparato 
genitourinario, del ojo y las glándulas lagrimales, del oído y de la mama. Este sistema 
acapara varios récords. Por un lado, involucra al más numeroso conjunto de órganos y 
aparatos que tienen una función en común y cuenta con más de 400 m2 de superficie, 
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lo que lo convierte también en el sistema más extenso del organismo. Por otro lado, y 
ya dentro de sus funciones inmunitarias específicas, alberga a más del 80% de las célu-
las inmunitarias y produce más de 5 g de inmunoglobulinas (Ig) al día. A pesar de su es-
pectacularidad, estas cifras resultan lógicas si se tiene en cuenta que las mucosas cons-
tituyen la puerta de entrada de los alérgenos contenidos en el aire y en los alimentos y 
de numerosos antígenos de microorganismos patógenos y saprófitos, los cuales también 
pueden instalarse en este tejido formando colonias de billones de elementos.

Aunque el sistema inmunitario de las mucosas se rige por mecanismos sumamente com-
plejos −y en buena medida no conocidos−, sus funciones principales son proteger y pre-
venir contra la invasión y colonización del organismo por microorganismos patógenos, 
reconocer y captar alérgenos y antígenos extraños y modular el desarrollo de las respuestas 
inmunológicas e inflamatorias cuando agentes extraños penetran en el organismo. Esta 
última función es muy importante –la más importante en condiciones fisiológicas−, por-
que conlleva la consecución de la adecuada inmunidad frente a alérgenos inocuos, como 
los ingeridos con los alimentos. 

Para cumplir con las funciones referidas, el sistema inmunitario de las mucosas se vale, 
fundamentalmente, de dos mecanismos. El primero de ellos consiste en la inducción 
de inmunidad local de mucosas mediante la producción de anticuerpos de mucosas, so-
bre todo inmunoglobulina A secretora (IgA-S), una proteína que tiene unas caracterís-
ticas estructurales únicas y es la más abundante en las secreciones del organismo. Este 
mecanismo conduce a la denominada inmunidad productiva de las mucosas. El otro me-
canismo que utiliza este sistema, pero que sólo se activa en ciertas circunstancias, es la 
ausencia o supresión de respuestas locales y sistémicas frente a los antígenos inocuos 
que ya han atravesado el epitelio mucoso. Este mecanismo conduce a la tolerancia mu-
cosa −antiguamente conocida como «tolerancia oral»−, y conlleva una inmunosupresión 
selectiva que evita respuestas inflamatorias no deseadas. 

Las vacunas de mucosas también se valen de uno de estos dos mecanismos, según su pro-
pósito sea conseguir una inmunidad productiva o bien una tolerancia mucosa frente a 
un determinado antígeno. El hecho de que el sistema inmunitario de las mucosas res-
ponda de una u otra manera frente a un mismo antígeno depende de numerosas varia-
bles, en particular de las características de los micronutrientes y de la composición del 
microbioma. Por ello, lógicamente, cuando se diseña una nueva vacuna de mucosas, es 
esencial conocer y estudiar el comportamiento de estas variables. Sin embargo, al em-
prender esta tarea se cuenta con un recurso adicional muy valioso: la posibilidad de selec-
cionar un determinado tipo de coadyuvante que incline la respuesta del sistema inmu-
nitario de las mucosas hacia la inmunidad productiva o bien hacia la tolerancia mucosa.

Es interesante recordar que los mecanismos referidos se desarrollan y maduran a rit-
mos diferentes. En concreto, la inmunidad productiva se adquiere en los primeros dos 
años de vida, antes que la inmunidad humoral, lo que permite que las vacunas de mu-
cosas tengan un gran potencial en los neonatos, mientras que la tolerancia mucosa se 
completa más adelante, después que la tolerancia sistémica, hecho relevante a la hora 
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de comprender por qué los trastornos alérgicos son más comunes en los niños que en 
los adultos.

VACUNAS DE MUCOSAS ANTIINFLAMATORIAS Y ANTIALÉRGICAS
Tradicionalmente, las vacunas de mucosas que inducen inmunidad productiva se han 
utilizado para proteger al organismo frente a enfermedades infecciosas, mientras que 
las que inducen tolerancia mucosa centran su interés en la prevención y el tratamiento 
de enfermedades autoinmunes e, incluso, de enfermedades inflamatorias crónicas. No 
obstante, ambos mecanismos, que coexisten de forma natural, también pueden utilizarse 
o manipularse para desarrollar vacunas contra las alergias, ya sea bloqueando la pene-
tración del alérgeno a través de las mucosas y/o bien suprimiendo la respuesta inflama-
toria de la última parte del proceso mediante el bloqueo específico de las células den-
dríticas (CD) y los linfocitos B de las mucosas.

Lamentablemente, cuando se contempla el panorama actual de vacunas de mucosas an-
tiinflamatorias, se constata una palmaria escasez de productos. De hecho, hacia finales 
de 2011 sólo se habían aprobado tres productos de vacunas de este tipo −todos ellos fa-
bricados en Europa por empresas danesas o francesas−, unos pocos estaban en fase de 
desarrollo o evaluación clínica y –en consonancia con lo expuesto anteriormente− mu-
chos más se encontraban en sus fases iniciales de desarrollo (Tabla 1). 

VACUNAS DE MUCOSAS ANTIINFECCIOSAS
Las vacunas antiinfecciosas utilizan los mecanismos del sistema inmunitario de las mu-
cosas que conducen a la inmunidad productiva. La eficacia de estas vacunas se rige por 
tres «principios básicos»: 1) la inyección de antígenos por vía parenteral no es eficaz 

Vacunas de mucosas antiinfl amatorias en fase de desarrollo 
y aprobadas hacia fi nales de 2011

En fases iniciales 

de desarrollo

En fase de evaluación Introducidas en el mercado

Artritis reumatoide

Esclerosis múltiple

Psoriasis

Diabetes mellitus tipo 1

Enfermedad de Crohn

Enfermedad celíaca

Tiroiditis

Lupus eritematoso sistémico

Asma alérgica

Dermatitis atópica

Esclerosis múltiple (oral)

Alergia al polen de abedul

Alergia a proteínas de gato

Fiebre del heno

TABLA 1



Progresos en terapias inmunomoduladoras

62

para conseguir la expresión del sistema inmunitario de las mucosas; 2) la aplicación de 
los antígenos en las mucosas (bucal, sublingual, nasal, bronquial, rectal o genital) es más 
eficaz para inducir las respuestas inmunes en las mucosas, y 3) la inmunización paren-
teral puede reforzar una respuesta inmune preexistente. Este último principio ha teni-
do una gran influencia en el diseño de estrategias de vacunación; por ejemplo, en Uttar 
Pradesh y Bihar, en la India, se está llevando a cabo un estudio muy extenso en el que 
se evalúa la eficacia de las vacunas inyectables con poliovirus inactivados aplicadas a 
niños que previamente habían recibido inmunizaciones repetidas con la vacuna anti-
poliomielítica oral de virus vivos, y, al parecer, los resultados preliminares están siendo 
satisfactorios. 

Lo primero que se debe considerar en el diseño de una vacuna de mucosas antiinfec-
ciosa es establecer cuál es el agente infeccioso y cuáles son las mucosas diana afectadas, 
ya que la formulación de la vacuna diferirá notablemente en función de estos aspectos. 
Si se trata de un patógeno no invasivo y no inflamatorio, como el bacilo del cólera o la 
Escherichia coli enterotoxigénica (ECET), será preciso inducir inmunidad en un solo 
órgano, en este caso, la mucosa del intestino delgado. En cambio, cuando el agente in-
feccioso no es invasivo pero forma colonias y provoca inflamación, como ocurre con el 
género Shigella y los rotavirus, lo más pertinente será utilizar una inmunización combi-
nada por vía sistémica y vía mucosa. Por último, frente a las enfermedades infecciosas 
invasivas e inflamatorias, como la poliomielitis y −especialmente− la fiebre tifoidea, lo 
más importante será prevenir la invasión, de manera que, en estos casos, la vacunación 
parenteral será más eficaz, aunque también podrán utilizarse estrategias combinadas. 

Es oportuno señalar que lo que ha renovado el interés por las vacunas de mucosas es la 
referida unidad funcional inmunitaria de las mucosas. No obstante, como se verá con 
mayor detalle más adelante, tal unidad funcional es parcial y no garantiza la uniformi-
dad de respuestas por parte de las distintas mucosas. Sin embargo, pese a esta falta de 
unidad, las células, quimiocinas e integrinas implicadas en las respuestas del sistema in-
munitario de las mucosas convergen obligadamente en la sangre, por lo que este tejido 
resulta clave tanto para la acción como para la validación de las vacunas de mucosas.

Hoy en día se acepta que una vacuna ideal debe reunir las siguientes propiedades: 1) ser 
segura; 2) ser rentable desde el punto de vista de la relación coste-eficacia y del apro-
vechamiento del antígeno (tener la formulación más simple posible, economizar dosis, 
no requerir dispositivos de aplicación especiales o complejos y obtenerse a partir de un 
proceso de producción robusto y consistente [garantía de calidad y control de calidad]); 
3) inducir una inmunidad de amplio espectro y duración prolongada (tanto en las mu-
cosas como sistémica, ya sea mediada por anticuerpos y/o por linfocitos T); 4) poder ad-
ministrarse por una vía accesible, y 5) disponer de una prueba o indicador que permita 
determinar su eficacia. 

En este contexto, hacia finales de 2011, es decir, después de más de 50 años de la apa-
rición de la vacuna oral contra la polio, numerosas vacunas de mucosas antiinfecciosas 
se encontraban en fases iniciales de desarrollo, pero sólo unas pocas se habían aproba-
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do para uso humano (Tabla 2). Además, mientras que la mayoría de las vacunas paren-
terales antiinfecciosas actuales utilizan subunidades, las vacunas de mucosas antiinfec-
ciosas están compuestas por material ya usado desde antiguo (p. ej., virus atenuados o 
preparaciones de bacterias muertas). 

Esta llamativa escasez de vacunas de mucosas antiinfecciosas se puede explicar por va-
rias razones: por la mera tradición de la industria (que, en general, ha preferido desa-
rrollar vacunas parenterales); por la falta de conocimientos sobre la inmunidad de las 
mucosas (inmunidad innata y adaptativa en los neonatos); por diversos aspectos relacio-
nados con la seguridad; por cuestiones inherentes a la producción (como la necesidad 
de producir grandes cantidades); por problemas asociados a la eficacia (p. ej., la cons-
tatación de que las vacunas orales no se aplican tan correctamente en los países en vías 
de desarrollo como en los desarrollados); por trabas regulatorias (p. ej., la falta de una 
prueba rápida para predecir la eficacia de las vacunas de mucosas), y, por último –aun-
que muy importante−, porque todavía no se ha aprobado ningún adyuvante para vacu-
nas de mucosas. En definitiva, lo que está detrás de esta carencia es una débil actividad 

Vacunas de mucosas antiinfecciosas en fase de desarrollo 
y aprobadas hacia fi nales de 2011

Descubrimiento/fase 

preclínica

En desarrollo Introducida en el mercado

VIH

Calcivirus

Chlamydia

H. pylori

C. diffi cile

C. jejuni

Herpes simple tipo 2

Giardia lambia

E. histolytica

Norovirus (VLP)

S. pneumoniae

Virus sincitial respiratorio

Virus parainfl uenza tipo 3

ECET (oral)

ECET (transcutánea)

Cólera (oral, patógenos 

vivos)

Shigella (oral, patógenos 

vivos)

Fiebre tifoidea (oral)

VIH

Herpes simple tipo 2

Virus sincitial respiratorio

Gripe (nasal)

Gripe (transcutánea)

Poliomielitis (oral)

Rotavirus (oral)

Cólera (oral, patógenos 

muertos)

Fiebre tifoidea (oral, 

patógenos vivos)

Gripe (nasal, patógenos 

vivos)

BCG (oral)

ECET: Echerichia coli enterotoxigénica; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; 

VLP: subunidades de virus (virus-like particles). 

TABLA 2
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investigadora que ha redundado en una acusada falta de conocimientos. No obstante, 
como se comentará más adelante, hay señales que auguran que esta situación cambiará 
significativamente en los próximos años.

VÍAS DE APLICACIÓN DE LAS VACUNAS DE MUCOSAS
El objetivo de la vacunación con vacunas de mucosas es conseguir la forma deseada de 
inmunidad en el tejido donde es probable que se localice el patógeno y en el momento 
biológico oportuno, siendo el sitio de aplicación una de las variables más importantes 
en relación con la eficacia de estas vacunas. 

El hecho de que las mucosas que integran el sistema inmunitario de las mucosas com-
partan una función inmunitaria podría inducir a creer, erróneamente, que la efectividad 
de las vacunas de mucosas no depende en gran medida de la vía de aplicación del antí-
geno. Sin embargo, la realidad es muy distinta, pues, como ya se ha señalado, este sis-
tema no es tan homogéneo, de modo que la unidad funcional de las mucosas que lo inte-
gran tiene considerables diversificaciones y limitaciones. 

Como es obvio, el sistema inmunitario de las mucosas no constituye una unidad anató-
mica, sino que está compuesto por una serie de compartimentos a los que se puede ac-
ceder por las correspondientes vías específicas. Desde el punto de vista de las vacuna-
ciones, los más destacables son el tracto respiratorio, al que se accede por vía nasal; el 
tracto digestivo superior, al que se accede por vía oral; el tracto digestivo inferior, al que 
se accede por vía rectal, y el tracto reproductor, al que se accede −en las mujeres− por 
vía vaginal. Esta compartimentación podría sugerir que una vacuna de mucosas que se 
aplicara por una determinada vía, por ejemplo, la nasal, sólo generaría sus efectos en las 
mucosas correspondientes, en este caso, en las de las vías respiratorias. Sin embargo, esta 
suposición también sería equivocada. Lo que ocurre es que, si bien el sistema inmunita-
rio de las mucosas no tiene una unidad funcional tan marcada, los compartimentos referi-
dos tampoco se comportan siempre de forma necesariamente aislada. En este sentido, 
se ha visto que la extensión de los efectos de una vacuna suele seguir unos patrones de 
respuesta lógicos, que se relacionan con la vía de aplicación, aunque, en algún caso, si-
guen patrones atípicos. Así, como se ha evidenciado en diversas experimentaciones, si se 
administra una vacuna por vía oral, es probable que sus efectos sean más pronunciados 
en el intestino delgado y más escasos o nulos en el intestino grueso, mientras que si la va-
cuna se aplica por vía rectal ocurrirá lo contrario. De la misma manera, si se aplica una 
vacuna por vía nasal, sus efectos se apreciarán en el tracto respiratorio superior, y tal vez 
también en el inferior, aunque no en las mucosas del tubo digestivo, y sí en cambio, 
llamativamente, en las del aparato reproductor. Por último, cuando una vacuna se apli-
ca en la mucosa vaginal, sólo se induce una respuesta regional. Además, hay que tener 
en cuenta que estos patrones de extensión de los efectos de la vacunación también va-
rían según se trate de una vacuna de mucosas antiinflamatoria, antialérgica o antiin-
fecciosa. 

A este respecto, y en relación con la eficacia de las vacunas de mucosas antiinfecciosas, 
es interesante apuntar que últimamente se han generado grandes expectativas en las que 
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se aplican por la vía de la mucosa sublingual, las cuales parecen inducir una respuesta 
más extensa (p. ej., localmente en las mucosas de las vías respiratorias y a nivel sistémi-
co) que las que se aplican por otras vías, aunque es necesario confirmar estos hallazgos 
obteniendo una mayor experiencia en ensayos clínicos controlados.

Compartimentación y migración celular en el sistema inmunitario 
de las mucosas
La compartimentación de las respuestas del sistema inmunitario de las mucosas se ex-
plica por la especificidad de los sitios hacia los que se dirigen las células migratorias de 
la respuesta inflamatoria. Este patrón migratorio está definido por los denominados re-
ceptores de asentamiento, por los receptores de quimiocinas de los linfocitos B y T que 
se encuentran en los sitios de inducción de las respuestas y por las moléculas de asenta-
miento que actúan en los sitios efectores. De esta manera, tal como se ha avanzado, el 
único tejido obligatoriamente común en todas las respuestas del sistema inmunitario de 
las mucosas es la sangre (Figura 1).

En los últimos años se han dado notables pasos en el conocimiento de las bases mo-
leculares que programan la migración de las células hacia una o varias mucosas efec-
toras, con la consiguiente definición de diversos patrones migratorios. El patrón mi-
gratorio de la integrina 4 7 es uno de los mejor caracterizados; ésta es una molécula 
de asentamiento que interactúa con células y otras moléculas específicas en las dis-
tintas mucosas efectoras. En concreto, la integrina 4 7 actúa en las placas de Peyer 
y los folículos linfoides aislados de la mucosa intestinal, donde interactúa con la mo-
lécula de citoadhesión adresina mucosal 1 (MAdCAM1); en la mucosa del intestino 
delgado, la quimiocina CCL25 (thimus expressed chemokine [TECK]) lo hace con su 
receptor CCR9, y en las mucosas del intestino delgado y del intestino grueso, la qui-
miocina CCL28 (mucosae associated epitelial chemokine [MEC]) interactúa con su re-
ceptor CCR10.

Como concepto fundamental en relación con el desarrollo de vacunas, cabe destacar 
que en la compartimentación del sistema inmunitario de las mucosas existe una base 
molecular específica de cada mucosa inductiva que programa las células migratorias para 
que se dirijan a los distintos tejidos potencialmente infectados por virus utilizando vías 
y mecanismos plasmáticos y tisulares igualmente específicos (Figura 2).

Vacunas por vía sublingual
La vía de administración sublingual se ha venido utilizando, básicamente, para la apli-
cación de vacunas de mucosas antialérgicas. Sin embargo, en los últimos años se ha co-
menzado a investigar la utilidad de esta vía para las vacunas que inducen inmunidad 
productiva. Este interés ha surgido a raíz de los problemas que generan las vacunas de 
aplicación oral y nasal, que hoy en día constituyen las vías de aplicación más comunes 
de las vacunas de mucosas. En concreto, se ha visto que las vacunas de aplicación oral 
requieren dosis elevadas, consiguen una inmunidad de corta duración y deben seguirse 
de revacunaciones frecuentes. En cuanto a las vacunas de aplicación nasal, no sólo 
se ha observado que no gozan de una buena aceptación entre los sujetos de más edad y 
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los niños pequeños, sino que también pueden generar –aunque raras veces− efectos ad-
versos graves que requieren dispositivos de aplicación especiales y que –esto es muy im-
portante en relación con su eficacia antiinfecciosa− son poco útiles para la inducción de 
respuestas inmunitarias intestinales.

En relación con las vacunas por vía sublingual, se han llevado a cabo diversas experi-
mentaciones en modelos animales. Çuburu y colaboradores1 han demostrado que me-
diante la inmunización con distintos tipos de antígenos por vía sublingual –y con la ayu-

Papel clave de la circulación sanguínea en la respuesta inmunitaria 
de las mucosas

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad; Ig: inmunoglobulina; IL: interleucina; NALT: tejido 

linfoide asociado nasal; TCR: receptor de linfocito T.

Adaptado de Nature Reviews/Immunology
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da del adyuvante apropiado−, no sólo se consigue la proliferación de múltiples células 
secretoras de anticuerpos en diversas mucosas, sino que también se induce una mejor 
respuesta efectora y citolítica de linfocitos T (CD8+) −tanto a nivel sistémico como en 
las mucosas− que con la inmunización por vía parenteral. Además, en otros trabajos ex-
perimentales2-4 en modelos animales de infección respiratoria se ha observado que me-
diante la aplicación de antígenos del virus de la gripe, del virus del herpes genital o del 
Helicobacter pylori −y utilizando como adyuvante la toxina colérica, que es muy poten-
te− se inducen respuestas de inmunidad productiva en las mucosas respiratorias, en las 
genitales e incluso en las del intestino delgado.

En el IVI se llevó a cabo una investigación en ratones knock-out con el propósito de 
descifrar el mecanismo gracias al cual la inmunización sublingual induce inmunidad en 
una amplia variedad de órganos. El proceso involucrado en esta respuesta inmunita-
ria es muy complejo, aunque, básicamente, consta de tres pasos. El primero de ellos es 
el reconocimiento del antígeno, un fenómeno que está potenciado en el tejido sublingual 
debido a la amplia variedad de células inmunitarias que residen en el mismo (con an-
tigenos del complejo mayor de histocompatibilidad [CMH] de clase II [DR+] y ciertas 
células dendríticas [CD11c+, CD11b+, CD8–]) y también gracias a la notable expresión 
constitucional de quimiocinas con que cuenta el epitelio sublingual (CCL19, CCL27 y 

Compartimentación de los linfocitos B de las mucosas

CAM: molécula de adhesión celular 1; CC: quimiocina; CD: célula dendrítica; GALT: tejido linfoide 

asociado al intestino; ILF: folículos linfoides solitarios (de la pared intestinal); MAd: adresina de 

mucosa; MEC: quimiocina epitelial asociada a la mucosa; NALT: tejido linfoide asociado a la mucosa 

nasal; PNAd: adresina de ganglio linfático periférico; SLC: tejido linfático secundario; TECK: quimiocina 

expresada por el timo; VCAM-1: molécula de adhesión a la célula endotelial vascular.
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CCL28). El segundo paso consiste en la migración de las células dendríticas CD8 − 
hacia los ganglios linfáticos y el drenaje de éstos hacia los vasos eferentes, proceso 
en el que se expresan receptores de quimiocinas, como CCR7+, y quimiocinas, como 
CCL19 y CCL21. El último paso corresponde a la programación y la migración de lin-
focitos T y B hacia diferentes tejidos efectores, en concreto, las mucosas oral, bron-
quial, intestinal y genital, un paso en el que interviene la estimulación de las integri-
nas 4 7 y E. Estos mecanismos son de por sí muy interesantes, pero también lo es el 
hecho de que en estas experimentaciones se probaran distintos coadyuvantes y que sólo 
la toxina del cólera tuviera capacidad de inducir reacciones en los tres pasos menciona-
dos (Figura 3). 

ADYUVANTES, FORMULACIÓN Y PRUEBAS DE VALIDACIÓN 
DE LAS VACUNAS DE MUCOSAS
A pesar de los grandes avances habidos en el conocimiento de los mecanismos que in-
tervienen en las respuestas que genera el sistema inmunitario de las mucosas, todavía 
quedan por resolver algunos obstáculos importantes que dificultan de forma singular el 
desarrollo de nuevas vacunas. Entre éstos, destacan la falta de adyuvantes aprobados, la 
necesidad de una adecuación eficiente de las formulaciones de los productos y la ausen-
cia de una única prueba que permita valorar la respuesta inmunitaria y validar la eficacia 
de las vacunas de mucosas.

Adyuvantes de vacunas de mucosas. Pese a la evidente necesidad de disponer de 
adyuvantes, hasta finales de 2011 no se había conseguido que las autoridades regulado-
ras aprobasen ninguno para las vacunas de mucosas. Entre los numerosos candidatos a 

Respuesta inmunitaria subsecuente a la vacunación por vía sublingual

CC: quimiocina; CD: célula dendrítica; CMH: complejo mayor de histocompatibilidad; 

IgA-S: inmunoglobulina A secretora.
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adyuvantes vacunales de este tipo que se están evaluando en la actualidad, merecen una 
mención especial el chitosán, los detergentes y los polímeros, tanto por su eficaz siste-
ma de liberación como por su idoneidad para las vacunas de aplicación intranasal. Sin 
embargo, los candidatos más prometedores son la toxina colérica, la toxina termolábil 
de E. coli y algunos derivados no tóxicos de ésta, todos los cuales tienen un claro efecto 
inmunomodulador5. Y entre éstos, la enterotoxina termolábil de E. coli con doble muta-
ción es el candidato con el que se han obtenido mejores resultados, tanto en los ensayos 
preclínicos como, de forma muy significativa, en los estudios clínicos de seguridad de 
vacunas orales realizados por el grupo de John Clements (Tulane University, Nueva Or-
leans, EEUU). Así pues, no sería de extrañar que, en uno o dos años, esta enterotoxina 
se convirtiera en el primer coadyuvante de vacunas de mucosas aprobado.

Formulación de los productos. En lo que respecta al constructo de los productos, 
no sólo debe tenerse en cuenta la vía de aplicación, sino también los coadyuvantes que 
resulten más apropiados para conseguir una mayor expresión en los sitios diana efecto-
res. Hoy por hoy, el mayor reto es lograr el desarrollo de vacunas de subunidades que 
tengan tanta o más eficacia que las vacunas enteras o incluso que los propios patógenos 
contra los que actúan.

Pruebas para la evaluación de la respuesta y la validación. Las autoridades re-
guladoras tampoco han podido aprobar hasta la fecha una única prueba que sirva para 
medir el tipo de respuesta inmunitaria adecuado en los tejidos linfoides apropiados y en 
el momento oportuno. La mayor dificultad para obtener una prueba que reúna estas ca-
racterísticas radica en la ya referida compartimentación del sistema inmunitario de las 
mucosas, hecho que hace extremadamente complicado establecer qué parámetros y qué 
tejido local o sistémicos son los relevantes en la respuesta biológica del organismo. Por 
esta razón, actualmente se considera que la mejor opción es desarrollar una prueba que 
valore la presencia y actividad de las células inmunitarias específicas de las respuestas 
generadas en las mucosas en su paso obligado por la sangre. Por ejemplo, una prueba 
que se aplique a las células inmunitarias capturadas en la sangre periférica y mida la ac-
tividad de elementos como la integrina 4 7 o los receptores de las quimiocinas CCR10 
y CCR7, de manera que permita predecir el destino de dichas células y, por lo tanto, la 
eficacia de una determinada vacuna de mucosa. En este sentido, es interesante referir 
una prueba que ha diseñado el grupo de Saletti (Saletti y cols., Nature Prot, en prensa) 
y que utiliza una técnica de ELISPOT (enzime-linked inmunosorbent spot) que fue de-
sarrollada por el autor de este capítulo en el año 19836. Esta prueba evalúa, mediante 
ELISPOT, las células productoras de IgA específicas en sangre completa al cabo de sie-
te días de la aplicación de la vacuna de la polio por vía oral y presenta las ventajas de 
requerir muestras inferiores a 1 ml de sangre, realizarse de forma sencilla y completa-
mente automatizada y ofrecer los resultados en sólo cuatro horas y de forma digitalizada.

CONCLUSIONES
• Las vacunas de mucosas pueden utilizarse:

1) Para inducir respuestas inmunitarias productivas en las mucosas, en particular las 
mediadas por IgA (p. ej., con las vacunas orales de patógenos vivos resulta más fácil).
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2) Para suprimir las respuestas locales y sistémicas dirigidas contra los linfocitos Th1 
(y Th17).

3) Para inmunomodular ambas acciones, es decir, las respuestas inmunitarias produc-
tivas en las mucosas y las respuestas locales y sistémicas en las que participan cé-
lulas inmunitarias y citocinas.

• Resulta difícil lograr estos objetivos con antígenos inactivados, en particular si no se 
utilizan coadyuvantes, y actualmente no se dispone de ningún coadyuvante apropia-
do (aunque hay candidatos prometedores). 

• Además, hay otros aspectos que conviene resaltar:
1) La formulación del producto será un aspecto fundamental que variará en función 

de la vía de administración.
2) Las vacunas de mucosas requieren mayores cantidades de antígenos que las vacu-

nas parenterales.
3) Las respuestas de las mucosas son compartimentadas, lo que debe tenerse en cuen-

ta a la hora de elegir la vía de administración y también para saber cómo y dónde 
evaluar dichas respuestas.
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MICROBIOTA Y DISBIOSIS
El tracto gastrointestinal es el compartimento donde se produce la mayor acumu-
lación de leucocitos del organismo y también donde éstos se encuentran expuestos, 
permanentemente, a un amplio abanico de antígenos procedentes del exterior. Una 
compleja red de señales que interactúa entre diferentes tipos celulares asegura el 
mantenimiento de un equilibrio apropiado entre la defensa frente a la infección por 
bacterias patógenas y la tolerancia frente a bacterias no patógenas o antígenos ino-
cuos, como los que componen la microbiota o flora saprófita intestinal. Cualquier 
alteración de este equilibrio se traduce en una activación anómala de la respuesta 
inmunológica, como la que se observa en pacientes con enfermedad inflamatoria in-
testinal.

La microbiota es necesaria para un desarrollo óptimo de los organismos superiores y la 
homeostasis del sistema inmunológico1-4. Esta flora simbiótica ayuda a la digestión 
de los alimentos, compite con los patógenos, degrada la mucina y favorece la diferen-
ciación de las células epiteliales de la mucosa intestinal y del tejido linfoide asociado a 
esta mucosa. La composición y la actividad metabólica de la microbiota tienen efectos 
importantes sobre la inducción de inflamación y sobre la tolerancia inmunitaria. Hay 
evidencias que sugieren que ciertos tipos de bacterias producen señales que actúan indu-
ciendo una respuesta inmunológica dañina para el organismo, mientras que otras prote-
gerían contra una respuesta excesiva. Por lo tanto, la actividad del sistema inmunológico 
de los mamíferos parece estar gobernada por un equilibrio entre los factores patogéni-
cos y no patogénicos derivados de la flora microbiana endógena5-7. Un desequilibrio de 
esta balanza, o disbiosis, podría causar respuestas inflamatorias anómalas y contribuir, 
de esta manera, al incremento de ciertas enfermedades de causa inmune que se ha re-
gistrado en las últimas décadas (entre otras, las alergias y la enfermedad inflamatoria in-
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testinal). No se sabe, sin embargo, si la disbiosis puede ser la causa, la consecuencia o 
un mero epifenómeno asociado al desarrollo de estas enfermedades.

ORGANIZACIÓN DEL SISTEMA INMUNOLÓGICO ASOCIADO A MUCOSAS
El sistema inmunológico intestinal está continuamente sometido al estímulo que supo-
ne el contenido de su luz y las bacterias allí presentes, aunque en condiciones normales 
se mantiene en un estado de «inflamación fisiológica controlada». 

Mientras que su función primaria es proteger la superficie epitelial y los tejidos adya-
centes de potenciales agentes y microorganismos dañinos, el sistema inmunológico de 
las mucosas también debe tolerar los agentes no dañinos (antígenos de la dieta) y los 
microorganismos comensales. La capacidad de tolerar un amplio rango de antígenos exó-
genos es una característica única del sistema inmunológico de las mucosas que no se 
observa en la inmunidad sistémica8. La tolerancia inmunitaria se define como la falta 
específica de reactividad frente a un antígeno como resultado de su exposición previa 
al mismo. Este proceso está mediado por células específicas presentes en la mucosa in-
testinal, como los linfocitos T reguladores (Treg), tal como se abordará más adelante.

Tejido linfoide asociado al intestino
El sistema inmunológico de la mucosa intestinal está compuesto por un tejido linfoide or-
ganizado y otro difuso, conocido como tejido linfoide asociado al intestino (gut-associated 
lymphoid tissue [GALT]). Las estructuras organizadas del GALT incluyen las placas de 
Peyer, los ganglios mesentéricos y los folículos linfoides solitarios de la pared intestinal, 
donde se facilita la captación, el procesamiento y la presentación de los antígenos (Figu-
ra 1). En contraste, la estructura difusa del GALT constituye un sistema no organizado en 
el que las células individuales, como los linfocitos intraepilteliales (LIE), están dispersas 
a lo largo del tejido no linfoide. Por último, las propias células epiteliales suponen una ba-
rrera frente a la translocación de antígenos y participan activamente como sensores del 
contenido luminal a través de receptores tipo Toll (TLR) expresados en su superficie.

Las placas de Peyer son agregados de tejido linfoide que se encuentran predominante-
mente en la mucosa del íleo terminal y contienen numerosos folículos linfoides. Un in-
dividuo adulto tiene, de promedio, unas 200 placas de Peyer. Estas placas tienen la apa-
riencia de un órgano linfoide secundario, con zonas bien definidas de linfocitos T y B. 
La placa de Peyer comprende cinco compartimentos diferentes: los folículos asociados 
al epitelio (FAE), la cúpula o domo subepitelial, el folículo linfoide, la corona y la región 
interfolicular. Los antígenos y microbios son transportados a través de las células M (cé-
lulas epiteliales diferenciadas para esta función) y seguidamente son captados por las 
células dendríticas (CD) que residen bajo el domo subepitelial. La captación de antíge-
nos por las CD en las placas de Peyer se considera un paso crítico en la inducción de la 
inmunidad adaptativa9. Se han identificado tres poblaciones de CD diferentes en las pla-
cas de Peyer murinas: 1) las CD11b+, que están presentes dentro la región del domo 
subepitelial y tras su estimulación in vitro secretan principalmente interleucina (IL)-1010; 
2) las CD8 +, que residen dentro de la región interfolicular rica en linfocitos T, y 
3) las CD doble negativas (CD11b– y CD8 –), que se encuentran dispersas por toda 
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la placa de Peyer. Las CD8 + y las CD doble negativas comparten características fun-
cionales, ya que ambas secretan IL-12 e inducen predominantemente respuestas Th1. 
El reclutamiento de CD en la placa de Peyer está condicionado por la secreción de qui-
miocinas (CCL19 y CCL21) que interaccionan con el receptor CCR7 en la CD. So-
lamente las CD11b+ expresan el receptor CCR6, que permitiría la migración de estas 
células mediada por su ligando, el CCL20, el cual es secretado dentro de los FAE11. Los 
mecanismos precisos por los que las CD coordinan la iniciación de una respuesta inmu-
nológica polarizada para antígenos orales concretos in vivo no se han aclarado aún, por 
lo que éste es un campo de intensa investigación.

Los antígenos captados por las CD dentro de la placa de Peyer son transportados por 
estas mismas células a los ganglios linfáticos mesentéricos (GLM). Dentro de éstos, las 
interacciones entre las CD y los linfocitos T y B tienen como resultado la inducción de 
una respuesta de inmunidad de mucosas defensiva o tolerante. En los GLM se han detec-
tado CD restringidas de mucosas que contienen microorganismos comensales vivos12. 
La función barrera de los GLM permite una respuesta inmune restringida a la mucosa 
exenta de la necesidad de inducir una inmunidad sistémica a estos microorganismos. 
Además, las CD de los GLM secretan de forma preferente IL-10 y factor de crecimiento 
transformante beta (TGF- ) en respuesta a microorganismos comensales del intestino13. 

Respuesta inmunológica ante la presencia de un antígeno 
en las placas de Peyer

Los antígenos son captados activamente por las células M que se sitúan en la parte superior 

de las placas de Peyer. Las células presentadoras de antígeno dentro de la placa de Peyer activan 

los linfocitos T y B, que migran a los ganglios linfáticos de drenaje. Las células efectoras, como 

las células plasmáticas, retornan a la mucosa intestinal, donde ejercen su función protectora. 

IgA: inmunoglobulina A.

FIGURA 1
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Si la función de los GLM es normal, la estimulación repetida de los microorganismos 
comensales redundará en la inducción y secreción local de inmunoglobulina A (IgA) es-
pecífica frente a aquéllos. La IgA, cuando está presente en la capa de moco que protege 
la superficie apical de las células epiteliales, es uno de los factores que limitan la pene-
tración bacteriana.

El GALT difuso comprende los LIE y las células mononucleares de la lámina propia. Los 
LIE son una subpoblación especializada de linfocitos T en la que predominan las célu-
las CD8+ y las células con receptor . Estas últimas tienen un receptor de linfocitos T 
(TCR) con un repertorio limitado, en comparación con los linfocitos T con TCR con-
vencional ( ), y son en parte conducidas por la IL-1514. Como su nombre lo indica, los 
LIE se encuentran preferentemente entre las células epiteliales, a lo largo de todo el 
tracto intestinal. Su papel exacto en la inmunidad intestinal no está claro, pero los estu-
dios sugieren que, debido a su interacción con las células epiteliales, contribuyen a la 
generación de linfocitos T supresores, necesarios para el mantenimiento de la homeos-
tasis intestinal, así como a la cicatrización epitelial, en caso de lesión15. 

Una anomalía en la actividad de los LIE puede producir patología, como la que se ob-
serva en la enfermedad celíaca16. En este trastorno, la exposición al gluten produce un 
incremento de la secreción de IL-15, que, a su vez, aumenta la expresión del receptor 
para NKG2D en los LIE, como asimismo la del receptor de la proteína A relacionada 
con las moléculas de complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MICA). La in-
teracción entre estos dos receptores produce la muerte de los enterocitos y la inmuno-
patología asociada a esta enfermedad.

Además de los LIE, también existen las CD intraepiteliales17. Las CD penetran entre las 
células epiteliales rompiendo las uniones estrechas y envían sus prolongaciones (den-
dritas) fuera del borde epitelial para tomar muestras de bacterias directamente en la 
luz. Gracias a la capacidad de las CD para expresar proteínas implicadas en las uniones 
estrechas interepiteliales, como la ocludina, la claudina 1 y la zonula occludens 1, su pre-
sencia no reduce la integridad de la barrera epitelial y, en cambio, permite disponer de 
un sistema de cribado adicional para las bacterias adheridas al polo apical de las células 
epiteliales.

Dentro de la lámina propia se observa una mezcla celular heterogénea compuesta por 
macrófagos, CD, mastocitos, neutrófilos, eosinófilos y linfocitos T y B. Estos últimos son 
fundamentalmente células efectoras que han sido activadas en los folículos linfoides y 
reclutadas hacia la mucosa desde el sistema circulatorio. Los linfocitos B diferenciados 
en células terminales producen cantidades ingentes de IgA, la cual se transporta hacia 
la luz intestinal a través de las células epiteliales. La IgA secretora (IgA-S) es la inmuno-
globulina más importante del intestino y el mayor contribuidor a la inmunidad adapta-
tiva de la mucosa frente a microorganismos de la luz. Cada día se secretan aproximada-
mente 3 g de IgA-S en la luz del intestino humano18. Se considera que la IgA-S inhibe 
la adherencia de las bacterias a las células epiteliales mediante su unión a los patógenos 
potenciales, impidiendo así que éstos penetren en el organismo19. Los anticuerpos IgA 
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no unen complemento, por lo que no tienen capacidad de inducir una reacción inflama-
toria. Además, la IgA-S, al atrapar a los antígenos dentro de la capa de moco que recu-
bre la superficie epitelial, facilita su eliminación. La respuesta inmunológica generada 
frente a bacterias comensales y patógenas estimula la producción de IgA-S específica 
contra tales microorganismos.

Las células epiteliales intervienen en la absorción de nutrientes, pero también tienen 
una función esencial desde el punto de vista inmunológico. Las uniones estrechas entre 
las células epiteliales aseguran la exclusión de sustancias proinflamatorias y microbios, 
que, por lo tanto, quedan fuera de los tejidos subepiteliales. Además, como se verá más 
adelante, expresan una serie de receptores cuya activación por sus ligandos provoca la 
producción de quimiocinas. Por ejemplo, cuando la flagelina bacteriana se une al TLR-5, 
se produce la secreción de IL-8 y CCL20, lo que asegura una rápida llegada de células 
mononucleares al sitio de activación/infección. La respuesta proinflamatoria de las cé-
lulas epiteliales frente a los patógenos puede ser modulada por la flora comensal. In vi-
tro, las líneas de células epiteliales secretan rápidamente quimiocinas, gracias a un me-
canismo dependiente de la activación del factor nuclear kappaB (NF- B) en respuesta 
a su cocultivo con patógenos, pero no con bacterias comensales tales como Bifidobac-
teria o Lactobacilli20. Más aun, la exposición simultánea a ambos tipos de microorganis-
mos, patógenos y comensales, genera una respuesta proinflamatoria atenuada21,22.

Las células de Paneth son células epiteliales especializadas que se encuentran en la base 
de las criptas de Lieberkuhn. Estas células producen una batería de moléculas con pro-
piedades antimicrobianas, entre ellas las -defensinas. Estas últimas son péptidos catió-
nicos que contienen tres enlaces disulfuro y alteran la integridad de la membrana de los 
microbios a los que se unen. Las moléculas antimicrobianas producidas por las células 
de Paneth protegen las células intestinales de los microbios patógenos que se han inge-
rido, limitando así su número y su capacidad de colonización en las criptas y la luz. Es 
interesante señalar que los niveles de -defensinas procedentes de las células de Pa-
neth están disminuidos en pacientes con enfermedad de Crohn con afectación ileal, 
pero no en aquellos cuya enfermedad se limita al colon23, lo que significa que la dismi-
nución de la producción de -defensinas podría ser un factor de riesgo de la enferme-
dad de Crohn ileal.

RECONOCIMIENTO DE MICROORGANISMOS POR LA INMUNIDAD INNATA
Una respuesta inmune apropiada frente a microorganismos nuevos requiere formas 
selectivas de inmunidad específica mediadas por subpoblaciones de linfocitos Th efec-
tores funcionalmente polarizados, como linfocitos Th1 productores de interferón gam-
ma (IFN- ) o linfocitos Th2 productores de IL-4 que se diferencian y desarrollan a par-
tir de un pool de precursores de linfocitos T vírgenes (naïve). Hay suficiente evidencia 
de que los microorganismos dirigen el desarrollo de la polarización de las células efecto-
ras mediante su interacción con las células de la inmunidad innata, como las CD13,24-28. 
Éstas son células presentadoras de antígeno CD profesionales que se distribuyen en los 
sitios potenciales de entrada de patógenos en forma de células inmaduras y criban efi-
cazmente su microambiente en busca de antígenos extraños. Tras su activación por se-
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ñales liberadas por los microorganismos o señales de alarma de los tejidos infectados, 
las CD centinelas entran en un proceso de maduración hacia CD con una potente ca-
pacidad de activación de linfocitos T y migran hacia las áreas T de los órganos linfoides 
hacia los que drenan. Una vez allí, las CD efectoras activarán los linfocitos Th vírge-
nes mediante la presentación de antígenos específicos del patógeno (complejos pépti-
dos-CMH, señal 1) y de señales de coestimulación (moléculas de la familia B7, señal 2)29. 
Además de las señales 1 y 2, las CD producen la señal 3, que determina la polarización 
de los linfocitos Th vírgenes hacia linfocitos Th1, Th2, Th9, Th17 o Treg30. Al igual que 
la señal 2, la señal 3 es heterogénea y puede estar mediada por interacciones entre mo-
léculas de membrana o factores solubles, entre ellos IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TGF- , 
IFN- , ligando OX40 (OX40L) y ácido retinoico31-38. Es importante destacar que estu-
dios in vitro indican que los niveles de expresión de estas moléculas polarizantes de los 
linfocitos Th y procedentes de las CD maduras dependen fuertemente de las condicio-
nes en las que se produjo la activación inicial de las células centinelas inmaduras. Estos 
hallazgos implican que los gérmenes patógenos y comensales pueden condicionar el de-
sarrollo de distintos fenotipos de CD y provocar la liberación de los mediadores tisula-
res implicados en la polarización.

La selección de una señal apropiada de secreción de citocinas por las CD depende de 
una variedad de factores, pero está significativamente influenciada por la unión de unos 
ligandos de origen microbiano (patrones moleculares asociados a patógenos [PAMP]) a 
sus receptores en las CD (receptores de reconocimiento de patrones [PRR]), entre ellos 
los TLR y los receptores de lectina tipo C (CLR). Los PAMP son carbohidratos bacte-
rianos (p. ej. lipopolisacárido [LPS] de bacterias gramnegativas, LPS o manosa); ácidos 
nucleicos de origen bacteriano o viral (ácido desoxirribonucleico [ADN] y ácido ribonu-
cleico [ARN]), péptidos bacterianos (flagelina), peptidoglucanos y ácidos lipotecoicos 
(bacterias grampositivas), lipoproteínas y glucanos de origen fúngico. La unión diferen-
cial de los ligandos a sus PRR activa una cascada de señales intracelulares que da como 
resultado la secreción de citocinas y/o la maduración celular (Figura 2). Ciertas vías in-
tracelulares de señalización están bien descritas (p. ej., la vía TLR-4), mientras que otras 
aún se están investigando. Sin embargo, en investigaciones in vivo se ha demostrado que 
en las CD se activan simultáneamente múltiples PRR, lo que impide comprender cuál 
es la consecuencia de una posible cooperación o competición entre las señales resultan-
tes de las diferentes cascadas. La especificidad de estas respuestas se consigue a través 
del particular mosaico de activación de los PRR que resulten implicados o, lo que es lo 
mismo, de los PAMP disponibles en función del patógeno y de las células de la inmuni-
dad innata implicadas.

Papel de los TLR
Los TLR son receptores filogenéticamente conservados que reconocen PAMP. Se co-
nocen al menos 11 miembros de la familia de TLR que reconocen diferentes compo-
nentes de bacterias y virus (Tabla 1). Las CD expresan TLR, y sus señales inducen la 
maduración de aquéllas, lo que permite el aumento de expresión de moléculas del CMH 
y de moléculas de coestimulación, así como la producción de citocinas proinflamatorias. 
Es a través de este proceso de maduración que las CD adquieren su capacidad única de 
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actuar sobre los linfocitos T vírgenes. Además, la activación de TLR específicos puede 
permitir la polarización de respuestas Th. Así, por ejemplo, la unión del polisacárido A 
(secretado por Bacteroides fragilis) a TLR-2 induce la polarización hacia células Th1 
productoras de IFN- 39. Por otra parte, los distintos tipos de CD (p. ej., mieloides o plas-
mocitoides) expresan diferentes grupos de TLR, lo que apoya el concepto de que estos 
elementos se desarrollan a través de diferentes vías para reconocer diferentes tipos de 
antígenos microbianos28. Las CD plasmocitoides expresan preferentemente TLR-7 y 
TLR-9, mientras que las CD mieloides expresan TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5 y TLR-8. 
Las células de Langerhans tienen una expresión reducida de TLR-1, TLR-4 y TLR-5, lo 
que les confiere una menor reactividad para ligandos bacterianos40. Esta reacción ate-
nuada de las células de Langerhans frente a las bacterias podría ser un mecanismo que 
contribuyera a la tolerancia frente a las bacterias de la flora cutánea.

Especifi cidad de la respuesta inmunológica tras la estimulación 
de las células dendríticas por productos microbianos

La activación de las CD por determinados productos microbianos (PAMP) permite la inducción 

de una respuesta inmune apropiada. La especificidad de estas respuestas se consigue mediante 

la activación de un particular mosaico de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y está 

determinada por la disponibilidad de diferentes PAMP y las células de la inmunidad innata 

implicadas. 

ARN: ácido ribonucleico; CD: célula dendrítica; DC-SIGN: dendritic cell specific ICAM-3-grabbing 

non-integrin; IDO: indolamina 2,3-oxigenasa; IL: interleucina; NF- B: factor nuclear kappaB; 

NOD: receptor tipo NOD; PD-L1: inhibidor de señalización PD-L1; Th1 T-bet: linfocito T colaborador 

inducido por el factor de transcripción T-bet; Th2 Gata-3: linfocito T colaborador 2 inducido por el 

factor de transcripción GATA-3; Th17 Ror- t: linfocito T colaborador 17 Ror- t; TLR: receptores tipo 

Toll; TNF- : factor de necrosis tumoral alfa; Treg Foxp3: linfocitos T reguladores Foxp3.
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Las señales de activación intracelular generadas por los TLR unidos a sus ligandos si-
guen siendo objeto de investigación, aunque a continuación se resumen los datos pu-
blicados hasta la fecha (Figura 3). Numerosos TLR tienen un dominio extracelular con 
segmentos repetidos ricos en leucina y una cola intracitoplasmática que alberga un do-
minio Toll/IL-1 receptor (TIR). 

Las vías de señalización de los TLR se originan en el dominio TIR como resultado del 
reclutamiento de sus adaptadores, como son MyD88 (myeloid differentiation primary-
response protein 88), TIRAP (TIR-domain-containing adaptor protein), TRIF (TIR-do-
main-containing adaptor protein inducing interferon) y TRAM (TRIF-related adaptor 
molecule). 

El reclutamiento de estos adaptadores para los dominios TIR inicia una cascada a tra-
vés de cinasas asociadas al receptor de IL-1 (IRAK) y del adaptador de TRAF-6 que, a 
su vez, activa la cascada de cinasas que culmina en la activación del NF- B, de las cina-
sas p38 asociadas a la proteína activada por mitógenos (MAP), JNK (c-Jun N-terminal 
kinases) y ERK1/2 (extracellular regulated kinase 1/2). La señalización a través de cada 
TLR requiere MyD88 para la producción de citocinas inflamatorias. Sin embargo, hay 

Ligandos conocidos para los receptores tipo Toll

Receptor Ligando

TLR-1 Lipoproteína bacteriana triacilada

TLR-2 Peptidoglucano (bacterias grampositivas), ácido lipoteicoico 

TLR-3 ARN de cadena doble

TLR-4 Lipopolisacárido (bacterias gramnegativas)

TLR-5 Flagelina bacteriana

TLR-6 Lipoproteína bacteriana diacilada

TLR-7 ARN de cadena simple

TLR-8 ARN de cadena simple

TLR-9 CpG, ADN bacteriano (no metilado)

TLR-10 Desconocido

TLR-11 Bacterias uropatogénicas

ADN: ácido desoxirribonucleico; ARN: ácido ribonucleico; CpG: oligodesoxinucleótidos 

con secuencias citosina-fosfodiesterasa-guanina TLR: receptores tipo Toll.

TABLA 1
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una vía independiente de MyD88, y la señalización a través de TLR-3 o TLR-4 permi-
te la producción de interferón tipo 1. El TRIF es esencial para la señalización de TLR-3 
y TLR-4 por la vía independiente de MyD88, así como para la producción de citocinas 
mediada por la activación de TLR-4. La TRAM está implicada de forma específica en 
la vía de activación de TLR-4 independiente de MyD88, mientras que la TIRAP me-
dia la vía independiente de MyD88 para TLR-2 y TLR-4. Las vías de señalización a tra-
vés de TLR están reguladas negativamente por moléculas inducibles por TLR, como 
son IRAK-M (IL-1-receptor [IL-1R]-associated kinase M), SOCS1 (suppressor of cyto-
kine signalling 1), MyD88s (MyD88 short), SIGIRR (single immunoglobulin IL-1R-re-
lated molecule), TAG (TRAM adaptor with GOLD domain) y ST2 (suppression of tu-
morigenicity 2)41,42.

Estos reguladores negativos operan a través de múltiples mecanismos. El MyD88s im-
pide el reclutamiento de IRAK-4, mientras que el IRAK-M también interfiere con la 
función de IRAK impidiendo la disociación del complejo de señalización. El ST2 regu-
la negativamente la activación del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras  de 
los linfocitos B activados (NF- B) a través de TLR-2, TLR-4 y TLR-9 (pero no a través 

Señales de activación intracelular generadas por los receptores 
tipo Toll unidos a sus ligandos

La señalización de los TLR activa el 

NF- B después de múltiples eventos 

intracelulares. El reclutamiento de los 

adaptadores MyD88, IRAK y TRAF-6 da 

como resultado la activación de la 

cinasa IKK. El complejo IKK fosforila 

el inhibidor de NF- B (I B), produciendo 

la liberación de NF- B y el etiquetado 

para su degradación en el proteosoma. 

El NF- B libre se transloca al núcleo de 

la célula, donde inicia la transcripción 

de los genes diana.

ADN: ácido desoxirribonucleico; 

IKK: cinasa IKK; I B: cinasa I B; 

IRAK: cinasas asociadas al receptor 

de interleucina-1; LPS: lipopolisacáridos; 

MALP: lipopétidos activadores 

de macrófagos; MyD88: myeloid 

differentiation primary-response 

protein 88; NF- B: factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras  

de los linfocitos B activados; P: fósforo; 

p52: citocromo p52; p65: citocromo p65; 

PGN: peptidoglucanos; TLR: receptores 

tipo Toll; TOLLIP: proteína del complejo 

IRAK; TRAF-6: factor asociado 

al receptor del factor de necrosis 

tumoral; Ub: ubiquitina.
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de TLR-3) mediante el secuestro de moléculas adaptadoras MyD88 y Mal (MyD88 adap-
tor-like). La SIGIRR también parece operar mediante el secuestro de moléculas impli-
cadas en la cascada de señalización, en este caso impidiendo la propagación de la señal. 
El TAG es una variante de TRAM que puede desplazar el TRIF de la TRAM, con lo 
que inhibe específicamente la vía independiente de MyD88. Estos mecanismos regu-
ladores de la activación de los TLR son importantes para dar una respuesta apropiada 
a los patógenos y evitan una respuesta excesiva que resulte dañina.

Papel de los NLR
Los receptores tipo NOD (nucleotide oligomerization domain [NLR]) son proteínas cito-
plasmáticas que tienen funciones diversas en la regulación de respuestas inflamatorias 
y apoptosis. En el genoma de los mamíferos se han identificado aproximadamente 20 
de estas proteínas, las cuales pertenecen principalmente a dos familias: NOD y NALP 
(receptor tipo NOD). La familia NOD incluye los receptores NOD1 y NOD2, tam-
bién conocidos como CARD (caspase activation and recruit domain) 4 y CARD15, 
respectivamente, los cuales se encuentran en el citosol de las CD. El receptor NOD1/
CARD4 reconoce un mucopéptido asociado a peptidoglucanos que proceden princi-
palmente de bacterias gramnegativas, mientras que el receptor NOD2/CARD15 de-
tecta un muramil dipéptido común a una amplia variedad de bacterias. La identifica-
ción de NOD2 como un gen de susceptibilidad para la enfermedad de Crohn resalta 
el papel potencial de los PPR y sus ligandos en la enfermedad inflamatoria intestinal43. 
Al igual que los NOD, los receptores NALP contienen una región rica en leucinas re-
petidas en posición C-terminal que pueden estar implicadas en el reconocimiento de 
patógenos microbianos. Hay 14 miembros de esta subfamilia en humanos (NALP1-
NALP14). Las mutaciones en NALP3 son responsables del síndrome autoinflamatorio 
familiar inducido por frío, del síndrome de Muckle-Wells y de la enfermedad inflama-
toria multisistémica de comienzo neonatal. Los activadores (ligandos) de NALP3 son 
el muramil dipéptido, el ADN bacteriano, el ATP, las toxinas, el ARN de doble cadena 
y los cristales de ácido úrico. 

Papel de las helicasas ARN
En las células infectadas por virus, el reconocimiento viral y la subsecuente inducción de 
interferón se asocian a la activación de dos genes: RNA helicases melanoma differentia-
tion-associated gene 5 (MDA5) y retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)44,45. La MDA5 
reconoce el ARN de doble cadena larga producido en células infectadas por picornavi-
rus y reovirus, mientras que el RIG-I detecta el ARN de cadena simple y el ARN de do-
ble cadena corta producidos por células infectadas por diversos virus ARN. Por ello, es 
probable que el RIG-I desempeñe un importante papel en el reconocimiento de mu-
chos virus ARN, mientras que la MDA5 sólo actuaría como sensor para un limitado nú-
mero de virus de este tipo.

Papel de los receptores CLR
Las células presentadoras de antígeno, como las CD, expresan CLR (los ya referidos re-
ceptores lectina tipo C), que unen estructuras de carbohidrato presentes en diversos 
patógenos y células del propio organismo. En función de su estructura molecular, es-
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tos receptores se clasifican en dos tipos: el CLR-I, que es una proteína transmembrana 
tipo I, con varios dominios de reconocimiento para carbohidratos (CRD), y el CLR-II, 
que también es una proteína transmembrana tipo I pero con un solo CRD. Ambos 
tipos de CLR se implican principalmente en la captura de antígenos, aunque también 
participan en las interacciones entre las CD y otras células. Aunque las CD pueden expre-
sar múltiples CLR, uno de los mejor estudiados es el DC-SIGN (dendritic cell specific 
ICAM-3-grabbing non-integrin) o CD209. El DC-SIGN es un CLR-II que reconoce vi-
rus como el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y el Ébola, así como 
diferentes bacterias, como Mycobacterium tuberculosis y Lactobacillus casei46. 

El DC-SIGN reconoce la manosa asociada al lipoarabinomanano (ManLam) del géne-
ro Mycobacteria. La activación de las CD a través de este receptor induce la generación 
de linfocitos TregFoxp3+ por un mecanismo dependiente de la producción de prosta-
glandina E2 (PGE2)47. Al parecer, un nuevo receptor CLR, denominado Mincle, reco-
nocería de forma selectiva residuos -manosilados de Malassezia, diferenciándola de 
otros hongos48. De hecho, la producción de citocinas/quimiocinas inducida por Malas-
sezia en macrófagos de ratones Mincle–/– es muy pobre. Por otro lado, la respuesta in-
flamatoria in vivo a Malassezia está muy disminuida en ratones Mincle–/–, lo que indica 
que el Mincle es un receptor para el reconocimiento innato de Malassezia que tiene un 
importante papel en la respuesta inmune a esta levadura. Otro CLR es el Dectin-1, que 
reconoce -1,3-glucanos y media la captación de ligandos para su fagocitosis. Llamati-
vamente, la señalización a través de Dectin-1 es capaz de desencadenar la producción 
de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias49. Las señales de Dectin-1 a través de 
la cinasa Syk y el adaptador CARD9 inducen una activación de las CD que favorece la 
inducción de linfocitos Th-1750. La expresión de CLR no es uniforme en todas las CD. 
Las CD plasmocitoides humanas expresan el receptor DCIR (DC immunoreceptor) pero 
no el Dectin-1, el receptor de manosa ni el DC-SIGN51. En cambio, las CD mieloides 
expresan una amplia variedad de CLR, mientras que las células de Langerhans expre-
san de forma selectiva langerina (CD207) y DEC-205 (CD205)52.

Según lo que se ha referido, hay pocas dudas en el sentido de que la señalización dife-
rencial de los PRR a través de su interacción con ligandos específicos (que dependen 
de la naturaleza de los microorganismos) no sólo permite la activación de la inmunidad 
innata, sino que también genera importantes instrucciones para la inmunidad adapta-
tiva mediante la actividad funcional de las CD. Además, la expresión selectiva de PRR 
por subpoblaciones de CD permite la expansión funcional de una reactividad inmune 
apropiada frente a amenazas microbianas concretas. Por ejemplo, el reconocimiento del 
cimosano por parte de los receptores TLR-2 produce la secreción de ácido retinoico e 
IL-10 y estimula los linfocitos TregFoxp3+, mientras que la activación de los receptores 
Dectin-1 por parte del cimosano produce la secreción de IL-23 y la inducción de linfo-
citos Th1753. Los recientes hallazgos en relación con el papel que desempeñan los PRR 
en la homeostasis de la mucosa han puesto de relieve el delicado equilibrio que exis-
te entre las diferentes funciones de los PRR y han revelado que las señales PRR defi-
cientes pueden generar procesos inflamatorios y sensibilización atópica54,55. Los ratones 
que carecen de TLR-2 (knock-out) son más sensibles a la colitis inducida por sulfato só-
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dico de dextrano, mientras que ciertas variantes del gen TLR-2 se han asociado fenotí-
picamente a pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. En modelos animales, se 
ha demostrado que el receptor TLR-2 es capaz de incrementar la expresión de Foxp3 
en respuesta a bacterias intestinales56,57. Es más, recientemente se ha demostrado que 
la interacción funcional entre la activación de TLR-2/6, DC-SIGN y TLR-9 en respues-
ta al comensal Bifidobacterium infantis es responsable, en parte, de la inducción de altos 
niveles de secreción de IL-10 y de la expresión linfocitaria de Foxp358. En esta investi-
gación, el bloqueo de TLR-2 también producía un incremento de la secreción de IL-12 
y TNF-  en respuesta a Bifidobacterium infantis, lo que sugiere que la señalización vía 
TLR-2 genera una señal intracelular inhibitoria (todavía sin determinar) de la expresión 
del gen de la IL-12. Sin embargo, todavía se está lejos de poder aclarar de qué forma la 
utilización combinada de las múltiples vías de los PRR modula la defensa innata y con-
diciona la respuesta inicial frente a los microorganismos. Es posible que la activación de-
ferencial de los PRR por parte de miembros específicos de la microbiota permita una 
activación alternativa de la respuesta inmune adaptativa, de manera que es necesario 
llevar a cabo más estudios para aclarar la importancia de la señalización a través de PRR 
en la mucosa de pacientes con enfermedad alérgica o inflamatoria.

LINFOCITOS Treg
Cada vez se admite con más firmeza que una de las características de los microorganis-
mos con propiedades inmunorreguladoras es su capacidad para inducir linfocitos Treg. 
Estas células son necesarias para mantener la tolerancia a antígenos propios, pues su 
eliminación selectiva conlleva la aparición de enfermedades autoinmunes. Los linfoci-
tos Treg proceden del timo, pero también pueden ser inducidos en otros tejidos, como 
la mucosa intestinal, donde desempeñan un importante papel en el mantenimiento de la 
tolerancia a la microbiota intestinal y a los antígenos contenidos en los alimentos59,60. 
Las CD103+ presentes en la mucosa intestinal son las más importantes en la inducción 
de los linfocitos Treg, un fenómeno que se produce a través de procesos dependien-
tes del TGF-  y el ácido retinoico38,61. La generación de linfocitos Treg está dirigida, pro-
bablemente, por factores ambientales específicos de la mucosa gastrointestinal, en la 
que los microorganismos comensales representan una parte muy relevante. Se ha des-
crito que las enzimas que regulan el metabolismo del ácido retinoico se encuentran so-
breexpresadas en las CD mieloides, pero no así en las plasmocitoides cultivadas con-
juntamente con microorganismos comensales, como Bifidobacterium infantis58. Las CD 
humanas estimuladas in vitro con este microorganismo promueven de forma selectiva 
la expresión de Foxp3 en linfocitos vírgenes. En modelos murinos, la administración de 
Bifidobacterium infantis provoca un incremento de linfocitos CD25+Foxp3+ funcional-
mente activos frente al efecto del LPS o de la activación del NF- B inducida por pató-
genos62. Además, la administración oral de Bifidobacterium infantis a voluntarios sanos 
también genera un incremento del número de linfocitos Foxp3+ en sangre periférica58. 
Por lo tanto, la inducción de linfocitos TregFoxp3+ por este microorganismo parece un 
fenómeno robusto y reproducible y que potencialmente estaría mediado por su interac-
ción con las CD. Sin embargo, es poco probable que in vivo todos los microorganismos 
comensales sean igual de eficaces en esta inducción. Una comparación de tres microor-
ganismos comensales (Bifidobacterium longum AH1206, Bifidobacterium breve AH1205 
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y Lactobacillus salivarius AH102) ha demostrado que Bifidobacterium longum AH1206 
inducía linfocitos Treg y también era capaz de proteger frente a la inflamación alérgica 
a nivel de la mucosa respiratoria63. Sin embargo, las otras bacterias no inducían linfoci-
tos Treg ni protegían frente a la inflamación alérgica. Por ello, la inducción de linfocitos 
Treg podría constituir una característica de la microbiota presente en una determinada 
situación fisiológica y potenciaría las respuestas antiinflamatorias que previenen el de-
sarrollo de una reactividad inmune aberrante o no deseada (Figura 4).

CONCLUSIONES
La microbiota influye de forma determinante en la maduración y la actividad de la res-
puesta inmunitaria, aunque el conocimiento de las bases moleculares de los meca-
nismos inmunomoduladores que la sustentan es incipiente. La presencia de ciertas 

Papel de la microbiota en las respuestas inmunológicas

Las alteraciones en la composición de la microbiota pueden contribuir a generar una mayor 

incidencia de enfermedades inflamatorias, al desplazar el equilibrio homeostático desde una 

respuesta inmune fisiológica a una reactividad inmune proinflamatoria.

CD: célula dendrítica; CMH-II: complejo mayor de histocompatibilidad clase II; TCR: receptor de 

linfocitos T; Th: linfocitos T colaboradores; Treg: linfocitos T reguladores.
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bacterias, como Bifidobacterium infantis, influye en los mecanismos inmunorregulado-
res debido tanto a su interacción directa con el huésped (p. ej., mediante activación de 
PRR sobre CD) como a su actividad metabólica in vivo. Es probable que el conocimien-
to de la microbiota, de sus metabolitos y de sus ligandos con capacidad para la modu-
lación de la respuesta inmunológica permita identificar una nueva clase de agentes in-
munoterapéuticos frente a procesos inflamatorios. La identificación continua de nuevos 
microorganismos y compuestos microbianos que modulan la actividad de las CD y lin-
focitos Treg vaticina el hallazgo de nuevos candidatos de moléculas terapéuticas inmu-
nomoduladoras.
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ANTECEDENTES
El trabajo de experimentación para el diseño y desarrollo de adyuvantes de mucosas 
que se aborda en este capítulo se llevó a cabo en el Departamento de Microbiología e 
Inmunología de la Universidad de Tulane, uno de los centros de investigación más im-
portantes en este campo en el ámbito internacional.

Como es bien sabido, el principal factor que condiciona la respuesta del huésped fren-
te a un patógeno es el ambiente inmunológico (immunological enviroment) con el que 
éste se encuentra. De manera natural, tal ambiente puede ser estable o bien estar al-
terado debido a la concomitancia de procesos infecciosos o no infecciosos, así como a 
consecuencia de la intervención con tratamientos inmunomoduladores. Uno de estos 
tratamientos es la vacunación, sin dudas la mejor estrategia para luchar contra las infec-
ciones. Otro es la inmunomodulación profiláctica, que se define como una estrategia 
independiente del antígeno que utiliza agentes cuyo objetivo es activar o suprimir una 
determinada respuesta inmunitaria de forma fisiológica. 

La inmunomodulación profiláctica se utiliza desde hace tiempo para la prevención y el 
tratamiento de un amplio abanico de patologías no infecciosas, como es el caso de los 
fármacos antihistamínicos en las alergias o el de los antiinflamatorios en el asma. Sin 
embargo, la estrategia terapéutica que estamos desarrollando no es convencional, ya que 
utiliza unos agentes inmunomoduladores que actúan como adyuvantes de las respues-
tas inmunológicas en las mucosas sin requerir la presencia del antígeno. En este senti-
do, hay publicaciones sobre la utilización de esta modalidad terapéutica para conseguir 
la protección del organismo contra infecciones provocadas por virus, como el de la gri-
pe o el sincitial respiratorio (VSR); bacterias, como Burkholderia mallei, Listeria mo-
nocytogenes, Francisella tularensis, Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus; 
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hongos, como Candida albicans o Cryptococcus neoformans, y parásitos, como algunos 
tripanosomas que tienen su hábitat natural en África1-4.

Entre los inmunomoduladores más frecuentemente utilizados en inmunomodulación pro-
filáctica contra infecciones se incluyen citocinas, quimiocinas, receptores de reconocimien-
to de patrones (PRR), péptidos antimicrobianos, agentes derivados de patógenos como las 
enterotoxinas y agonistas de los receptores tipo Toll (TLR) u otros tipos de moléculas. 

A la hora de plantearse el diseño de nuevas estrategias de inmunomodulación profilácti-
ca, hay que valorar una serie de cuestiones. En primer lugar, se conoce que las infeccio-
nes por el virus de la gripe predisponen al huésped al desarrollo de infecciones bacteria-
nas, siendo ésta una de las principales razones por las cuales un porcentaje no desdeñable 
de pacientes con gripe contraen una sobreinfección bacteriana pulmonar e incluso fa-
llecen por esta causa, lo que denota que la infección gripal deteriora el ambiente inmu-
nológico del huésped. Por el contrario, muchas otras infecciones, como la causada por 
el VSR, protegen −inmunizan− al huésped contra ulteriores infecciones por el mismo 
virus. Así pues, al diseñar nuevas estrategias de inmunización profiláctica, en primer lu-
gar, hay que considerar qué tipo de intervenciones pueden proteger al huésped contra 
ulteriores infecciones y cuáles otras, por el contrario, pueden predisponer a una sobrein-
fección. En segundo lugar, y de forma preferente, hay que establecer cuáles son los 
requisitos para conseguir que la respuesta inducida sea realmente protectora. Y en ter-
cer lugar, también hay que considerar cómo se puede comparar el efecto que tienen los 
distintos inmunomoduladores en el contexto de diferentes patologías infecciosas, tales 
como las producidas por bacterias, virus u hongos.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN EXPERIMENTAL 
EN INMUNOMODULACIÓN PROFILÁCTICA 
El objetivo global de esta investigación experimental en modelos animales fue comparar los 
efectos inmunomoduladores y profilácticos de tres tipos bien caracterizados de adyuvantes 
de mucosas de origen bacteriano: 1) la toxina colérica (TC), 2) la toxina termolábil de Esche-
richia coli mutante LT-R192G (mLT o, simplemente, LT) y 3) los oligodesoxinucleótidos con 
secuencias citosina-fosfodiesterasa-guanina (cytosine-phosphodiesterase-guanine [CpG]). 

Hemos evaluado tres efectos diferentes de estos tres agentes: 1) sus efectos sobre la ho-
meostasis (steady state) del sistema inmunitario pulmonar cuando se utilizan dichos 
agentes, 2) sus efectos inmunomoduladores sobre la infección pulmonar producida por 
el virus de la gripe y 3) sus efectos inmunomoduladores sobre la infección pulmonar 
producida por Cryptococcus neoformans. La selección de estos coadyuvantes para el 
estudio se fundamentó en que todos ellos están bien caracterizados, son potentes, se 
utilizan comúnmente en la investigación de vacunas de mucosas e inducen efectos di-
ferentes y diferenciables en el sistema inmunitario (Tabla 1).

La decisión de analizar los efectos de estos coadyuvantes sobre la infección por el virus 
de la gripe se basó en varias circunstancias. En primer lugar, en la importancia epide-
miológica de esta enfermedad, que afecta de forma estacional aproximadamente al 15% 
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de la población mundial, con 2,5 millones de casos graves y cerca de 500.000 muertes 
por año, sobre todo niños, ancianos e inmunodeprimidos. En segundo lugar, se tuvo en 
cuenta que hasta la fecha no se cuenta con una terapia antiviral eficaz, de manera que 
el tratamiento disponible actualmente es básicamente sintomático. Además, como es 
sabido, la vacuna antigripal, debido al reordenamiento genético y a los cambios y des-
plazamientos antigénicos que experimenta el virus, se reelabora cada año y no funciona 
correctamente en todos los casos, en particular frente a algunas nuevas cepas de virus 
especialmente virulentas. Por último, en la elección de esta enfermedad fueron deter-
minantes otros aspectos, como que el contagio se produce por vía aérea, que se dispo-
ne de modelos murinos bien caracterizados (ratones BALB/c) y que los parámetros in-
munológicos a evaluar son bien conocidos.

Por su parte, la elección para este estudio de la infección pulmonar micótica por Cryp-
tococcus neoformans se basó en la disponibilidad de un modelo murino bien desarrolla-
do y caracterizado (ratones CBA/J), así como también, aunque en menor medida, en el 
hecho de que este patógeno es oportunista, por lo que suele causar morbimortalidad en 
sujetos inmunodeprimidos.

Los adyuvantes TC y mLT 
Los adyuvantes TC y mLT son toxinas bacterianas ribosiladoras de ADP (BARE) que 
ejercen su efecto cuando se aplican por vía mucosa. Ambas moléculas constituyen po-
tentes enterotoxinas, inmunógenos, adyuvantes e inmunomoduladores. Se asemejan en-

Adyuvantes con función inmunomoduladora evaluados en 
las experimentaciones en modelos animales realizadas 
en la Universidad de Tulane

Adyuvante Respuesta 

inmunitaria 

que suele 

promover

Enfermedades en las que puede 

tener un papel inmunomodulador

CpG (oligodesoxinucleótido 

con secuencias citosina-

fosfodiesterasa-guanina)

Th1 Alergias, tratamiento del cáncer, 

enfermedades infecciosas (virus 

de la gripe, B. mallei, Y. pestis, 

C. neoformans)

mLT (toxina de E. coli termolábil 

con mutación R192G)

Th1/Th2 Infecciones por virus de la gripe, 

VSR y C. neoformans)

TC (toxina de Vibrio cholerae) Th2 Enfermedades autoinmunes 

(vía nasal) e infecciones por virus 

de la gripe

VSR: virus sincitial respiratorio.

TABLA 1
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tre sí en lo que respecta a su mecanismo de acción y en la necesidad de ser administradas 
conjuntamente con el antígeno, mientras que se diferencian en su estructura, biogéne-
sis y características de unión con los receptores. 

El diseño de moléculas mutantes a partir de la enterotoxina termolábil de E. coli fue 
iniciado de forma independiente por los equipos de Clements –de la Universidad de 
Tulane− y Rappuoli, quienes desarrollaron holotoxinas LT mutantes con una actividad 
enzimática escasa o nula. Con el propósito de identificar y separar la actividad ente-
rotóxica de la actividad adyuvante, ambos equipos investigaron los efectos de diversas 
mutaciones en los sitios activos y en los sitios de proteólisis de esta enterotoxina y con-
siguieron resultados prometedores, no sólo en experimentaciones preclínicas, sino tam-
bién en algunos estudios clínicos tempranos. Las mutaciones de un solo aminoácido con 
las que se tiene más experiencia son LT-R192G, LT-A72R, LT-S63K y CT-E112K. Las 
últimas tres albergan la mutación en la subunidad A1 y tienen una toxicidad muy infe-
rior a la de la natural pero mantienen una actividad adyuvante significativa, mientras 
que la LT-R192G −que fue ideada por Dickinson y Clements− lleva su única sustitu-
ción en un sitio de proteólisis localizado en la región de encuentro de las subunidades 
A1 y A2 (concretamente, la sustitución de arginina por glicina en la posición 192)5. In-
teresa señalar que la enterotoxina termolábil de E. coli con doble mutación a la que se 
refiere el Prof. Czerkinsky en un capítulo precedente es una de las más utilizadas en las 
últimas experimentaciones realizadas en la Universidad de Tulane y se caracteriza por 
tener sus dos mutaciones en sitios de proteólisis: una de ellas es la ya referida R192G, 
mientras que la otra corresponde a L211A y se localiza en la subunidad A2. 

En el año 2007, van den Broeck6 propuso un modelo TC cuyo mecanismo de acción se 
expone de forma esquematizada en la Figura 1. La TC es captada por los receptores 
GM1 de alta afinidad de la célula epitelial y, tras atravesar la membrana, es conducida 
sucesivamente al aparato de Golgi y al retículo endoplasmático, donde se disocia en dos 
partes, una integrada por las subunidades B/A2 y otra por la subunidad A1, que es la ac-
tiva desde un punto de vista tóxico. A continuación, esta subunidad es transportada ha-
cia el citoplasma por la vía retrógrada del complejo traslocador Sec61p −sorteando así 
la degradación proteosómica−, donde se asocia a la adenilciclasa (AC) basolateral. La 
transferencia de mono-ADP-ribosa desde la nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+) 
hacia la subunidad Gs-  (de la proteína G) activa la AC, lo que, finalmente, da lugar a un 
incremento de la concentración de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y de la actividad 
de fosforilación mediada por proteincinasas del principal canal de cloruro de las células 
epiteliales intestinales (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator [CFTR]). 
El incremento neto de la secreción de cloruro se acompaña del ingreso de ingentes can-
tidades de agua en la luz intestinal, lo que provoca diarrea. La mLT (R912G) se com-
porta de forma similar, a excepción de que sus efectos tóxicos están muy disminuidos, 
habiéndose demostrado que tras su administración no se detecta actividad de la ADP 
ribosil transferasa y que la inducción de AMPc es reducida. 

Lo que no se conoce tan bien es de qué manera estos procesos determinan la actividad 
coadyuvante de la TC y la mLT, de modo que existen varias teorías al respecto. Sin em-
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bargo, como ya se ha señalado, sí se ha demostrado que la TC actúa preponderante-
mente sobre las respuestas Th2, que en estas respuestas están involucradas la interleu-
cina (IL) 4, la IL-5 y la IL-10, los propios linfocitos Th2 y los linfocitos T reguladores 
(Treg), y que el perfil de anticuerpos corresponde a IgG1, IgE e IgA; mientras que la mLT 

Modelo de mecanismo de acción de la intoxicación por toxina 
colérica del enterocito propuesto por van den Broeck en 2007
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induce preferentemente respuestas mixtas Th1/Th2 en las que participan el interferón 
gamma (IFN- ) y la IL-5, correspondiendo el perfil de anticuerpos preponderantes a 
las IgG1, IgG2 e IgA. 

Los adyuvantes CpG
Los oligodesoxinucleótidos CpG corresponden a secuencias de ADN no metiladas o hi-
pometiladas, reconocidas por el huésped como material extraño, que actúan como in-
munoestimuladores y que, como se describe en numerosas referencias bibliográficas, 
también han sido utilizados como adyuvantes (Figura 2). Los mecanismos de acción 
de los CpG son sumamente complejos, pero sus propiedades en tanto que coadyuvan-
tes se fundamentan en los siguientes fenómenos: 1) son reconocidos por los TLR-9 de 
las células dendríticas (CD); 2) inducen preponderantemente respuestas inmunita-
rias Th1; 3) activan una cascada de señalización específica que depende de la proteína 
MyD88; 4) son eficaces tanto por vía sistémica como por la vía de las mucosas, y 5) ac-
tivan las células inmunitarias tanto por la vía directa como por la vía indirecta, haciendo 
las veces de puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.

El sistema inmunitario del aparato respiratorio
En esta investigación se decidió usar como diana las vías respiratorias inferiores porque 
su mucosa está expuesta a una constante entrada de patógenos y también porque se dis-
pone de modelos murinos muy bien caracterizados que permiten una correcta evalua-
ción de la actividad de los adyuvantes referidos. Como es obvio, la función principal del 

Mecanismos inmunomoduladores de los CpG
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CpG: oligodesoxinucleótidos con secuencias citosina-fosfodiesterasa-guanina; IL: interleucina; 

IFN: interferón; TNF: factor de necrosis tumoral.
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aparato respiratorio es llevar a cabo el intercambio de gases entre la sangre y el aire at-
mosférico. No obstante, esta misma función hace que permanentemente se inhalen in-
gentes cantidades de microorganismos y partículas que están suspendidas en el aire y 
acaban por llegar a las mucosas. 

El aparato respiratorio cuenta con unos mecanismos defensivos específicos. Por un lado, 
dispone de mecanismos defensivos mecánicos, como el aclaramiento mucociliar y la tos, 
los cuales eliminan tanto partículas como microorganismos atrapados en el moco. Por 
otro, alberga un vasto e intrincado tejido defensivo que desempeña un papel clave en 
la protección de las mucosas de las vías respiratorias inferiores y del que forma parte el 
denominado tejido linfoide asociado a los bronquios (bronchus associated lymphoid tis-
sues [BALT]).

Las células epiteliales e inflamatorias de las mucosas respiratorias secretan numerosos 
elementos con actividad proinflamatoria, antiinflamatoria y antimicrobiana que funcio-
nan como sustancias efectoras del sistema inmunitario innato. El componente celular 
de este sistema está integrado por los linfocitos natural killer (NK), las CD, los macró-
fagos y los neutrófilos. Por su parte, las células epiteliales del propio tejido (ciliadas, ca-
liciformes, basales y glandulares mucosas y serosas) no son meros espectadores pasivos 
de los procesos inflamatorios, sino que secretan moléculas efectoras, como los pépti-
dos antimicrobianos. En las mucosas, al igual que en otros tejidos, la respuesta inmuni-
taria adaptativa, que está mediatizada por los correspondientes linfocitos T y B (estos 
últimos, productores de la IgA secretora [IgA-S]), se desencadena por mecanismos de 
la respuesta innata.

Las células inmunitarias, macrófagos y linfocitos NK, y las citocinas, protagonizan la 
respuesta de la inmunidad innata pulmonar contra las bacterias. Las citocinas de res-
puesta temprana, entre las cuales se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa 
(TNF- ), los factores estimuladores de colonias y diversas quimiocinas, son expresa-
das básicamente por los macrófagos alveolares residentes. No obstante, también pue-
den contribuir a la expresión local de citocinas otras células que se desplazan al sitio de 
la inflamación, como los linfocitos NK, los polimorfonucleares y monocitos e incluso, 
en algunos casos, las células del estroma. La producción de IFN-  por parte de los lin-
focitos pulmonares constituye un potente activador tanto de los leucocitos locales como 
de los que migran hasta este tejido. La IL-12 generada por los macrófagos y los linfo-
citos NK pone en marcha la respuesta inflamatoria mediante la inducción de TNF- , 
mientras que la IL-10 dificulta la defensa del huésped mediante la inhibición local de 
la actividad microbicida de los leucocitos y la inhibición de la expresión de las mencio-
nadas citocinas proinflamatorias locales. De esta manera, los resultados de la defensa 
del huésped en el pulmón dependen del equilibrio entre las citocinas proinflamatorias 
y las antiinflamatorias. 

En realidad, la defensa de las mucosas respiratorias se basa en un equilibrio u homeos-
tasis entre la activación y la supresión de las respuestas inmunitarias, puesto que, por 
un lado, una excesiva activación de tales respuestas puede conducir a inflamación, daño 
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tisular y desarrollo de enfermedades inflamatorias crónicas e, incluso, cáncer, mientras 
que, por otro lado, una excesiva supresión de las respuestas inmunitarias favorece el de-
sarrollo de infecciones y también de cáncer.

En general, en condiciones fisiológicas normales, la estabilidad inmunitaria de la mu-
cosa respiratoria conlleva un nivel bajo de activación que se inclina hacia las respuestas 
tipo Th2, lo que permite que los tejidos se mantengan en una relativa calma a pesar 
del impacto que supone la exposición constante a los antígenos y alérgenos suspendi-
dos en el aire. Sin embargo, cuando este equilibrio se rompe, ya sea por el ingreso de 
patógenos virulentos, por la presencia de un trastorno pulmonar subyacente (p. ej., en-
fermedad pulmonar obstructiva crónica) o bien debido a un estado de inmunodeficien-
cia o inmunosupresión, puede sobrevenir una enfermedad de las vías respiratorias. Es 
en estos casos cuando las estrategias inmunomoduladoras preventivas o terapéuticas 
pueden resultar de utilidad para restablecer la homeostasis inmunitaria de las muco-
sas respiratorias.

DISEÑO DE LA EXPERIMENTACIÓN EN MODELOS MURINOS 
DE LAS VÍAS RESPIRATORIAS
Para llevar a cabo la experimentación se utilizaron modelos murinos BALB/c y CBA/J 
que se asignaron a dos grupos: uno recibió tratamiento con uno de los tres coadyu-
vantes evaluados y el otro fue tratado con solución salina (placebo) o no recibió trata-
miento. Los inmunomoduladores (TC, mLT o CpG) se aplicaron por vía intranasal me-
diante una o dos instilaciones en los días 0 y/u 8, en dosis de 5 μg diluidos en 30 μl de 
solución salina. Al cabo de 24 horas de la aplicación del inmunomodulador, los ratones 
BALB/c fueron infectados con virus de la gripe A/PR/8/34 (PR8), mientras que los rato-
nes CBA/J fueron infectados con C. neoformans. Los ratones fueron evaluados o sacri-
ficados en los días 1, 3, 7, 24 o 100 después de la instilación de los inmunomoduladores 
con el objeto de determinar su estado inmunológico y analizar sus tejidos pulmonares. 
A partir del material obtenido por lavado broncoalveolar (LBA), se efectuaron análisis 
de quimiocinas y citocinas, así como recuentos celulares. El estudio histológico se llevó 
a cabo mediante citometría de flujo y la carga microbiana se determinó en el homoge-
nizado tisular.

RESULTADOS DE LA EXPERIMENTACIÓN CON LOS ADYUVANTES

Efectos del tratamiento sobre el sistema inmunitario pulmonar
Los efectos del tratamiento sobre el sistema inmunitario pulmonar sólo fueron significa-
tivos en los ratones tratados con TC, aunque también se apreciaron en los que recibie-
ron mLT; alcanzaron su máxima expresión al cabo de 24 horas de aplicada la segunda 
instilación y, en la mayoría de los casos, desaparecieron al cabo de tres semanas. Tales 
efectos consistieron básicamente en la presencia de exudado inflamatorio, un incremen-
to de la concentración celular −en particular, polimorfonucleares− y el desarrollo de daño 
tisular. En los ratones que fueron tratados con CpG, los cambios fueron mínimos, simi-
lares a los que se apreciaron en los animales tratados con solución salina o que no reci-
bieron tratamiento.
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Por otra parte, se analizó la concentración de células y citocinas en el líquido del LBA. 
En lo que respecta al componente celular, en el LBA se observaron incrementos de cé-
lulas totales y de linfocitos, neutrófilos, eosinófilos y macrófagos. Tales incrementos tu-
vieron significación estadística en los ratones tratados con los tres adyuvantes, particular-
mente en los que recibieron TC y mLT, aunque, curiosamente, algunos de estos cambios 
también se apreciaron en los ratones a los que se les instiló solución salina. 

Al analizar las concentraciones de citocinas, se observó que los ratones tratados con TC, 
mLT y CpG mostraban un incremento significativo de la concentración de IL-6 (de efec-
tos pleiotrópicos), así como de las citocinas procedentes de queratinocitos (KC) y de la 
proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MPC-1), ambas con efectos quimiotácticos so-
bre neutrófilos y macrófagos. Asimismo, se apreció un incremento de la concentración 
de IL-1  y de la citocina regulada por la activación secretada y expresada por los linfo-
citos T normales (RANTES), con poder quimiotáctico sobre los linfocitos T. También 
se observaron cambios en algunas citocinas relacionadas con las respuestas Th1 o Th2, 
como un incremento de la IL-12 en los ratones tratados con CpG o un aumento de 
la concentración de la IL-17 en los que recibieron TC o mLT; sin embargo, no se detec-
taron cambios significativos en las concentraciones de otras citocinas relacionadas con 
las respuestas Th1 y Th2, como la IL-10 o la IL-4.

Efectos del tratamiento con adyuvantes sobre la infección pulmonar 
por el virus de la gripe 
Tras demostrarse que la aplicación de los adyuvantes modificaba el ambiente inmuno-
lógico en el tejido pulmonar, se procedió a evaluar el efecto del tratamiento sobre la in-
fección pulmonar por el virus de la gripe. En los ratones tratados con dos instilaciones 
de TC, mLT o CpG, la tasa de supervivencia al cabo de 20 días de la provocación se si-
tuó en el 80-100%, mientras que en los ratones tratados con solución salina, esta tasa 
descendió al 30%, y en los no tratados, al 20% (Figura 3). 

Las diferencias en las tasas de supervivencia no fueron tan espectaculares tras una sola 
instilación de TC, mLT o CpG, aunque sí lo bastante significativas como para afirmar 
que, al cabo de sólo 24 horas de un único tratamiento con inmunomoduladores inde-
pendientes del antígeno, el sistema inmunitario ya está equipado y preparado para la 
exposición al patógeno, lo que brinda una semana de margen para aplicar el segundo 
tratamiento. 

Los resultados fueron similares en lo que respecta a la pérdida de peso corporal, una 
manifestación muy característica en los ratones con gripe. Todos los ratones infectados 
perdieron peso rápidamente, pero los que fueron tratados con TC, mLT o CpG comen-
zaron a recuperarlo al cabo de 10 días de la provocación, mientras que los controles y 
los tratados con placebo siguieron perdiéndolo, y muchos de ellos murieron o tuvieron 
que ser sacrificados de forma anticipada. 

Por su parte, los datos de carga viral indicaban que, en el día 4 tras la provocación, la 
carga viral era inferior en los ratones pretratados con TC, mLT o CpG que en los pre-
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tratados con solución salina o en los que no recibieron pretratamiento. Estos datos in-
dican que en los ratones que recibieron los inmunomoduladores la infección persistía y 
la replicación viral no estaba inhibida, aunque sí disminuida, pues en sus pulmones se 
contabilizaron menos unidades formadoras de placa (UFP). Con todo, dicho efecto fue 
sólo temporal, pues en el día 6 las diferencias prácticamente ya habían desaparecido, 
y en el día 21 todos los ratones que habían sobrevivido mostraban una carga viral nula. 

De forma consistente con lo mencionado, en el examen histológico de los ratones que 
fueron pretratados con TC, mLT o CpG y luego infectados con el virus de la gripe se 
observó la presencia de una gran cantidad de exudado inflamatorio en forma de agre-
gados de células linfoides peribronquiales y perivasculares. Es interesante señalar que 
estos agregados celulares, tras la tinción correspondiente, adoptaban un aspecto similar 
a lo que algunos investigadores denominan «tejido linfoide inducido asociado a los bron-
quios» (iBALT). Este hallazgo no es novedoso, pero sí lo es el hecho de que el iBALT 
ya apareciera en el día 4 tras la infección, puesto que en los ratones con gripe contraída 
de forma natural esta reacción suele hacerse evidente hacia el día 10. Esto podría signi-
ficar que los inmunomoduladores modulan la respuesta inmunitaria acelerando su ge-
neración. 

También se apreciaron cambios en el componente celular obtenido del LBA: en el día 4 
tras la provocación con el patógeno, las concentraciones de linfocitos, neutrófilos y cé-

Efecto del tratamiento con los coadyuvantes TC, mLT y CpG sobre 
la infección pulmonar por el virus de la gripe

CpG: oligodesoxinucleótidos con secuencias citosina-fosfodiesterasa-guanina; mLT: toxina 

termolábil de Escherichia coli mutante LT-R192G; TC: toxina colérica.
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lulas totales en el líquido del LBA de los ratones tratados con TC estaban significativa-
mente más elevadas que en el resto de los animales. Además, el análisis inmunohisto-
químico de los macrófagos y linfocitos evidenció que las concentraciones de T CD4+ y 
de linfocitos B, así como la proporción CD4:CD8, eran más elevadas en los ratones tra-
tados con TC, mLT o CpG, muy especialmente en los tratados con TC. La proporción 
de macrófagos entre las células presentadoras de antígeno (CPA), la concentración de 
macrófagos alveolares y la de diferentes poblaciones de CD también eran significativa-
mente superiores en los ratones tratados con TC y, en menor medida, en los tratados 
con mLT o CpG. En consonancia con los datos sobre la carga viral y el tejido linfoide 
mencionados anteriormente, las concentraciones y proporciones celulares que en el 
día 4 estaban elevadas ya habían empezado a normalizarse en el día 6.

También se analizó si había cambios en los marcadores de coestimulación, los cuales 
son importantes para iniciar la respuesta inmunitaria adaptativa cuando se forman las 
sinapsis inmunológicas. A este respecto, se apreció que el tratamiento con TC, mLT o 
CpG incrementó de forma significativa la expresión de CD80 en el conjunto de las cé-
lulas analizadas, aunque, sorprendentemente, la de CD86 no estaba aumentada, salvo 
en algunos estudios celulares. Este dato es relevante, puesto que, según se desprende 
de algunas investigaciones, el incremento selectivo de la expresión del coestimulador 
CD80 sería indicativo de una respuesta inmunitaria Th1, que es la respuesta deseada 
en la infección por el virus de la gripe. 

Por último, al analizar las concentraciones de citocinas en el líquido del LBA, se obser-
vó que la citocina KC, la proteína inflamatoria del macrófago 1 alfa (MIP-1 ), la citoci-
na RANTES y la MCP-1 (todas ellas con una elevada potencia quimiotáctica para los 
neutrófilos y monocitos) estaban aumentadas. Asimismo, se apreció que las concentra-
ciones de IL-17 e IL-4, que se relacionan, respectivamente, con las respuestas inmuni-
tarias Th1 y Th2, sólo estaban aumentadas en los ratones tratados con TC, lo cual tam-
bién resultó sorprendente, ya que esta toxina se asocia tradicionalmente a una respuesta 
inmunitaria Th2.

Efectos del tratamiento con adyuvantes sobre la infección pulmonar 
por Cryptococcus neoformans
Las experimentaciones para analizar los efectos de la infección por C. neoformans se 
llevaron a cabo en una segunda etapa y generaron dificultades considerables, por lo que 
los resultados que se comentan a continuación deben considerarse como preliminares. 

Con el objeto de revalidar el modelo de ratón CBA/J, en una primera fase del trabajo 
se compararon los efectos de la provocación con C. neoformans sobre los dos modelos 
de ratón referidos (BALB/c y CBA/J) con y sin pretratamiento con los coadyuvantes in-
munomoduladores. Se observó que ambos modelos se comportaban de forma similar 
cuando no recibían pretratamiento o eran pretratados con solución salina, puesto que, 
en ambos casos, tras la provocación con C. neoformans se producía un gran aflujo de 
macrófagos hacia las mucosas respiratorias inferiores. De igual manera, en los ratones 
que fueron pretratados con inmunomoduladores la respuesta inicial también fue simi-
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lar en ambos modelos. En concreto, en los ratones pretratados con TC o mLT se obser-
vó un aflujo masivo de neutrófilos, mientras que en los pretratados con CpG se apreció 
un aflujo más o menos similar de neutrófilos, linfocitos y macrófagos (aunque al cabo 
de tres semanas eran estos últimos los que predominaban). Las diferencias más rele-
vantes entre ambos modelos estribaron en que, mientras que en los ratones BALB/c los 
cambios no fueron muy importantes y el tejido recuperaba la normalidad al cabo de unas 
tres semanas, en los ratones CBA/J los cambios fueron más manifiestos y se mantuvieron 
durante más tiempo. Así pues, estos resultados no sólo permitieron revalidar el modelo 
CBA/J para la infección pulmonar por C. neoformans, sino que también anticiparon la 
existencia de una diferencia entre las respuestas inducidas por los inmunomoduladores 
Tc o mLT y la que es inducida por CpG.

Estas diferencias no se plasmaron en la carga micótica, que se redujo tras el pretratamien-
to con los tres adyuvantes, pero sí resultaron notables en la tasa de mortalidad. Así, la me-
dia de supervivencia tras la provocación con C. neoformans fue superior a 60 días en los 
ratones pretratados con CpG, mientras que se situó en torno a 40 días en los pretratados 
con mLT, en los que recibieron solución salina y en los no tratados, y fue significativamen-
te inferior (< 30 días) en los pretratados con TC. Asimismo, se constataron diferencias 
cuando se probaron distintas dosis de C. neoformans, sobre todo cuando se evaluaron 
las consideradas dosis medias (2,6 × 104 unidades formadoras de colonias [UFC]) (Figura 4). 

Tasa de supervivencia en el modelo ratón tras la provocación 
con dosis medias de C. neoformansa 

#: Significación estadística (p < 0,05)
a: Dosis media de C. neoformans = 2,6 � 104 UFC

CpG: oligodesoxinucleótidos con secuencias citosina-fosfodiesterasa-guanina; mLT: toxina termolábil 

de Escherichia coli mutante LT-R192G; TC: toxina colérica; UFC: unidades formadoras de colonias.
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De los resultados preliminares de esta experimentación puede deducirse que, al con-
trario de lo que ocurría en relación con la infección por el virus de la gripe, en la infec-
ción por C. neoformans sólo la respuesta polarizada hacia Th1 inducida por el pretrata-
miento con CpG mejoraría la tasa de supervivencia y proporcionaría protección frente 
a la enfermedad. La respuesta inmunitaria inducida por CpG se asociaría a la inducción 
de niveles más elevados de IL-17 que las respuestas inducidas por TC y mLT, por lo que 
es probable que esta citocina desempeñe un papel profiláctico destacable en la infec-
ción por este hongo; por esta misma razón, la adición de IL-17 exógena potencialmen-
te podría mejorar el efecto inmunomodulador del pretratamiento con TC y mLT antes 
de la provocación con C. neoformans. 

Es interesante señalar que durante esta experimentación se detectó el desarrollo de al-
gunas reacciones antifagocíticas por parte de los patógenos, las cuales podrían explicar 
el fracaso de las respuestas inflamatorias/innatas activadas por los inmunomoduladores. 
Sin duda, la reacción antifagocítica más llamativa fue la presencia de formas de C. neo-
formans literalmente «infladas», que adquirieron un tamaño de hasta 100 μm de diáme-
tro, cuando su diámetro habitual es de 4-10 μm. Este fenómeno fue descrito reciente-
mente por Nielsen y colaboradores, quienes apodaron a estos elementos como «células 
titán»7. Tales reacciones antifagocíticas evidencian que estas levaduras cuentan con un 
verdadero arsenal de mecanismos para resistir las defensas del huésped, lo que hace 
necesario el desarrollo de estrategias de inmunomodulación profiláctica mucho más so-
fisticadas que la referida en esta experimentación. 

Resumen de los resultados
• El tratamiento con los adyuvantes TC, mLT o CpG, cuando no es seguido de provo-

cación inmunitaria (sin infección), induce una inflamación transitoria cuya intensidad, 
duración y desviación de la respuesta (hacia tipo Th1 o tipo Th2) varían según el mo-
delo de ratón y el tratamiento inmunomodulador utilizado.

• En la infección por el virus de la gripe, el pretratamiento con los adyuvantes TC, mLT 
o CpG redujo la carga viral pulmonar, moduló la concentración de citocinas a partir 
del día 4 y mejoró la tasa de supervivencia. Además, el pretratamiento con TC o mLT 
aceleró la recuperación del peso corporal.

• En la infección por C. neoformans, el pretratamiento con TC, mLT o CpG redujo la 
carga micótica, pero sólo este último tuvo un efecto positivo –y dependiente de las 
dosis− sobre la tasa de supervivencia, mientras que la mLT no afectó a este paráme-
tro y la TC tuvo un efecto negativo sobre la misma.

CONCLUSIONES Y CUESTIONES PENDIENTES
• Los resultados de esta investigación indican que el tratamiento de inmunomodulación 

profiláctica puede generar efectos beneficiosos en el huésped y mejorar los resultados en 
caso de infecciones por diferentes patógenos, siempre y cuando se utilice el agente inmu-
nomodulador adecuado. En este sentido, conviene aclarar que desde el centro de la Uni-
versidad de Tulane no se está promoviendo el uso de la TC o el de la mLT inhalables, lo 
cual constituiría una estrategia equivocada, sino que con este fin se está evaluando la 
eficacia de la enterotoxina con doble mutación R192G/L211A referida anteriormente. 
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• La respuesta inicial frente a una infección es mayoritariamente de tipo inflamatorio y 
tiene un coste inherente para el huésped (p. ej., en la infección por el virus de la gri-
pe se observa una pérdida de peso corporal).

• Para llevarse a cabo con éxito, la inmunomodulación profiláctica debe adecuarse es-
pecíficamente a las características del patógeno contra el cual está dirigida. 

• La inmunomodulación profiláctica representa en la actualidad una opción terapéuti-
ca factible en las infecciones pulmonares emergentes para las cuales no se dispone de 
vacunas.

• Todavía no se conocen suficientemente los parámetros que deben tenerse en cuenta 
para evaluar los efectos protectores inducidos por los adyuvantes en las poblaciones 
celulares inmunitarias y en las citocinas.

• Es posible que mediante la modificación del tiempo que transcurre entre el pretra-
tamiento con inmunomoduladores y el advenimiento de la infección se consiga una 
profilaxis a largo plazo.

• Se deberían desarrollar nuevos modelos animales (p. ej., hurones con gripe) que per-
mitan conocer mejor enfermedades o infecciones secundarias.

• Es importante profundizar en el papel que desempeñan las distintas respuestas in-
munitarias, sobre todo aquellas en las que participan la IL-17 y el iBALT.
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INTRODUCCIÓN
Las infecciones respiratorias recurrentes (IRR) representan un problema de salud im-
portante asociado a una tasa de morbilidad y mortalidad significativa en pacientes con 
patologías con disfunción de la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa, humoral y 
celular, tales como las inmunodeficiencias primarias y secundarias y la enfermedad pul-
monar obstructiva crónica (EPOC)1,2. 

Los agentes inmunomoduladores de origen bacteriano se han utilizado en estas patolo-
gías como tratamiento adyuvante por sus propiedades inmunoestimulantes de las res-
puestas inmunológicas innata y adaptativa3. Las vacunas bacterianas polivalentes que se 
han utilizado para tratar las IRR contienen las diferentes cepas bacterianas que se en-
cuentran con mayor frecuencia en el tracto respiratorio superior e inferior y que son las 
responsables de la aparición y el mantenimiento de las infecciones y de las respuestas 
crónicas inflamatorias. Estas preparaciones pueden estar constituidas por microorga-
nismos enteros inactivados o bien por lisados bacterianos o distintos componentes ce-
lulares de las bacterias4. 

En diversos estudios se ha demostrado que la administración oral de inmunomodula-
dores bacterianos puede mejorar clínicamente las IRR en adultos y niños reduciendo el 
número, la duración y la gravedad de los episodios clínicos infecciosos3-10. Actualmente, 
el potencial uso terapéutico y preventivo de inmunomoduladores en pacientes suscep-
tibles a las IRR es un tema del máximo interés clínico, aunque los resultados obtenidos 
sobre su eficacia clínica no son concluyentes, debido a la diversidad de los diseños de 
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los ensayos (abiertos no controlados o doble ciego y comparados con placebo), de las po-
blaciones estudiadas (adultos o niños) y de las patologías evaluadas. Por todo ello, el co-
nocimiento exacto de los mecanismos de protección inmunológica de las vacunas que 
utilizan inmunomoduladores de origen bacteriano representa uno de los principales re-
tos en la investigación clínica actual11. 

Una estrategia que está desarrollándose a nivel clínico en los últimos años es la admi-
nistración de vacunas bacterianas por la vía de mucosas, especialmente la sublingual, la 
cual hace posible una inmunoterapia más segura, rápida y eficaz a la hora de estimular 
de forma potente y duradera tanto la inmunidad de mucosas antígeno-específica como 
la inmunidad sistémica humoral y celular. Se ha postulado que la generación de linfoci-
tos T CD4+ antígeno-específicos por la vía de la inmunización sublingual podría regular 
la inducción y el mantenimiento de las respuestas de memoria específica de los linfoci-
tos T colaboradores (Th1) frente a patógenos comunes de las vías respiratorias (bacterias 
inhalantes y virus), dando lugar así a una potenciación más eficaz de las defensas anti-
microbianas innata y adaptativa, en comparación con otras vías de inmunización12-33.

Para investigar esta hipótesis, recientemente hemos realizado un estudio clínico piloto 
en un grupo de pacientes con IRR en los que hemos evaluado el posible efecto inmuno-
modulador sobre la respuesta antígeno-específica frente a bacterias inhalantes respira-
torias y su impacto clínico sobre la prevención de infecciones mediante la inmunización 
sublingual diaria con un preparado polivalente bacteriano (Bactek®)34. En su formula-
ción de última generación, Bactek® contiene glicerol como excipiente, lo cual permite 
preservar las bacterias enteras en una concentración alta y conlleva una mayor potencia 
inmunogénica. Las bacterias que contiene este preparado son las que con más frecuen-
cia infectan las mucosas de las vías respiratorias: Streptococcus pneumoniae (60%), Sta-
phylococcus aureus (15%), Staphylococcus epidermidis (15%), Klebsiella pneumoniae 
(4%), Branhamella catarrhalis (3%) y Haemophilus influenzae (3%).

DISEÑO DEL ESTUDIO
En el estudio clínico mencionado se reclutaron pacientes con IRR de las vías respirato-
rias altas y bajas (n = 17) a quienes se administró el preparado bacteriano polivalente 
Bactek® diariamente por vía sublingual durante un período de seis meses. Se realizó 
una monitorización inmunológica al inicio y al final de la inmunización, evaluándose los 
siguientes parámetros: la respuesta proliferativa de los linfocitos T antígeno-específicos 
CD3+CD4+ y CD3+CD8+ frente a las bacterias contenidas en Bactek®, los niveles séri-
cos de inmunoglobulinas (IgG, IgA e IGM), la IgA secretora, los niveles séricos de an-
ticuerpos específicos frente al polisacárido capsular del neumococo (anti-PCP) y frente 
al toxoide tetánico, y el estudio fenotípico de las subpoblaciones de linfocitos B, T y NK 
(natural killer). Adicionalmente, se llevó a cabo una evaluación inmunológica a los 
12 meses del inicio del tratamiento.

RESULTADOS
En la evaluación de la respuesta a los 6 y 12 meses del inicio del estudio se observó una 
reducción significativa de la tasa de infecciones respiratorias de los pacientes inmuni-
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zados, en comparación con la tasa de infecciones respiratorias que habían presentado es-
tos mismos pacientes durante el año previo a la iniciación de la inmunización (p < 0,0001) 
(Tabla 1). También se apreció un incremento significativo del porcentaje de prolifera-
ción de los linfocitos T CD3+CD4+ (p < 0,0001) y de los linfocitos T CD3+ (p < 0,05) 
frente a los antígenos bacterianos a los seis meses de tratamiento (Tabla 2). No se ob-
servaron diferencias significativas en los niveles séricos de Ig, de anticuerpos específi-
cos ni de las subpoblaciones de linfocitos B, T y NK entre el inicio de la inmunización 
y en el mes 6 de tratamiento. En los pacientes que habían sido vacunados previamente 
a la iniciación del estudio con la vacuna antineumococo, los anticuerpos anti-PCP se man-
tuvieron en niveles elevados desde el inicio hasta la finalización del tratamiento.

DISCUSIÓN 
En este estudio piloto, en el que se evaluó el tratamiento durante seis meses con un 
preparado bacteriano polivalente (Bactek®) en una cohorte de pacientes con IRR, se 
observó una respuesta clínica positiva con reducción de la frecuencia de los episodios 
infecciosos de las vías respiratorias superiores e inferiores en los pacientes vacunados 
en comparación con el número de IRR que tenían antes del tratamiento. Esta respues-
ta se mantuvo durante un período de 12 meses desde el inicio de la inmunización tera-
péutica. Estos resultados son concordantes con los de otros ensayos con diferentes pre-
parados derivados de bacterias que mostraron una asociación entre la inmunización y la 
disminución de los procesos infecciosos respiratorios, aunque la intensidad y la dura-
ción de las respuestas clínicas fueron muy diversas3,5,9,12,14,15,21,23-31,33,35-41.

La buena respuesta clínica obtenida en el estudio piloto con Bactek®, frente a la obte-
nida en otros ensayos, puede deberse a que nuestra cohorte de pacientes había presen-
tado una mayor frecuencia de IRR en el año previo al inicio del tratamiento con la va-
cuna. Este hecho está en consonancia con los resultados obtenidos en otros ensayos en 
niños con preparados bacterianos en los que la respuesta clínica más eficaz se observó 
en aquellos pacientes que habían presentado un número elevado de IRR en el año pre-
vio a la inmunoterapia con vacunas10.

En este estudio se ha identificado por primera vez la potenciación de la respuesta pro-
liferativa de las células de memoria antígeno-específicas T CD3+CD4+ como uno de los 
principales mecanismos de la inmunidad adaptativa específica asociado a la capacidad 
inmunomoduladora de la inmunización sublingual con una vacuna polivalente de bac-
terias enteras inactivadas. Sin embargo, éste no es el único mecanismo inmunológico que 
puede verse afectado por la vacunación sublingual. En este sentido, en otros estudios 
con antígenos bacterianos y en otros modelos se ha observado que la respuesta de la in-
munidad innata es otro de los mecanismos importantes que pueden ser estimulados y 
activados por las propiedades inmunomoduladoras de los productos derivados de bacte-
rias. Estos mecanismos también podrían haber contribuido en la activación de la inmu-
nidad T CD4+ antígeno-específica y en la respuesta clínica observada en nuestro estu-
dio con Bactek®. Sin embargo, la inmunomodulación de los mecanismos inmunológicos 
no específicos mediante antígenos bacterianos puede tener un impacto más específico 
en la respuesta inmune adaptativa, de manera que este aspecto debería analizarse en el 
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Diagnóstico, manifestaciones clínicas y número de episodios de 
las infecciones del tracto respiratorio superior e inferior de nuestra 
cohorte de pacientes con infecciones recurrentes del tracto 
respiratorio antes y después de iniciar el tratamiento con Bactek® 
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1 IRR Neumonía 3 0

2 IRR

Hipogammaglobulinemia leve

Faringitis, amigdalitis 

y bronquitis

2 0

3 IRR Faringoamigdalitis graves 8 0

4 IRR Neumonía 3 0

5 IRR Bronquitis 5 0

6 IRR

Inmunodefi ciencia IgA 

Faringitis 8 1

7 IRR Otitis y sinusitis 5 0

8 IRR

Inmunodefi ciencia IgG4

Neumonía 2 0

9 IRR Faringoamigdalitis graves 5 1

10 EPOC

Hipogammaglobulinemia leve

Faringitis y exacerbaciones 

de EPOC

Neumonía

8

2

1 

0

11 IRR

Hipogammaglobulinemia leve

Faringitis 4 0

12 IRR

Bronquiectasias 

Faringoamigdalitis

Neumonía

5

2

0

0

13 IRR Sinusitis, otitis y bronquitis 5 0

14 IRR

Tiroiditis autoinmune 

Faringoamigdalitis 6 0

15 IRR

Inmunodefi ciencia IgG4 

Faringoamigdalitis y otitis 5 0

16 IRR

Hipogammaglobulinemia leve

Bronquitis 5 0

17 IRR Faringoamigdalitis

VHS labial y nasal

10

12

0

3

Pre-Bactek®: número de episodios de la infecciones del tracto respiratorio superior e inferior 

registradas un año antes a la inmunización con Bactek®; post-Bactek®: número de episodios de la 

infecciones del tracto respiratorio superior e inferior registradas a lo largo de los 12 meses después 

de la iniciación de la terapia con Bactek®. 

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica; Ig: inmunoglobulina; IRR: infecciones 

respiratorias recurrentes; VHS: virus del herpes simple. 

TABLA 1
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contexto de los nuevos ensayos clínicos que se realizaran con tal fin. Entre dichos me-
canismos no específicos, cabe destacar la activación de células inmunes mediante los 
receptores tipo Toll, el reconocimiento de los patrones moleculares de origen bacteria-
no, la estimulación de la actividad fagocítica de los macrófagos, la regulación de los lin-
focitos NK y otras respuestas, por ejemplo la producción de citocinas4,12,20,21,25,30-32,43,44.

Los ensayos clínicos prospectivos aleatorizados, doble ciego y controlados con placebo 
ayudarán a esclarecer si los inmunomoduladores de origen bacteriano son efectivos para 
la reducción de las IRR en poblaciones de pacientes susceptibles7,25,45-47. Estos estudios 
son muy necesarios, ya que las preparaciones bacterianas disponibles en el mercado son 
muy diferentes. Nuestra preparación bacteriana Bactek® se distingue de las otras en su 
formulación, concentración y vía de administración (sublingual), y también en que uti-

Análisis descriptivo de la respuesta proliferativa específi ca 
de los linfocitos T frente a los antígenos bacterianos incluidos 
en la vacuna Bactek® 

Basal 6 meses postratamiento

Mediana Rango 

intercuartílico

Mediana Rango 

intercuartílico

H-L p 

(Wilcoxon)

% T CFSElow CD3+

Control  1,83 0,67-4,32  1,98 1,23-2,98 –0,22 (–1,2, 1,64)   0,831

PHA 82,80 67,52-91,09 73,72 58,96-80,98  9,87 (–1,00, 21,60)   0,113

Bactek®  0,98 0,69-1,34  8,00 6,22-11,30 –7,02 (–9,30, –5,50) < 0,001

%T CFSElow CD3+CD4+

Control  1,04 0,40-2,92  1,24 1,05-2,34 –0,22 (–0,90, 0,86)   0,981

PHA 47,72 40,76-58,90 42,14 33,92-54,20  4,52 (–6,80, 15,00)   0,332

Bactek®  0,76 0,40-1,20  7,59 4,87-8,48 –6,72 (–7,70, –4,20) < 0,001

%T CFSElow CD3+CD8+

Control  0,31 0,10-1,44  0,52 0,32-1,22 –0,12 (–0,60, 0,43)   0,981

PHA 32,80 21,43-49,56 21,39 18,99-32,10  8,07 (–3,40, 19,20)   0,062

Bactek®  0,2 0,00-0,47  0,91 0,00-1,12 –0,37 (–1,00, 0,05)   0,100

T CD3+CFSE+ (5,6 T-carboxifl uoresceína diacetato, succinimidil éster); T CD4+CFSE+ y T CD8+CFSE+ 

antes (basal) del tratamiento con Bactek® y seis meses postratamiento. Se han utilizado el 

estimador de Hodges-Lehmann (H-L) y el test de Wilcoxon para comparar los pares de variables.

TABLA 2
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liza bacterias enteras inactivadas en lugar de lisados bacterianos. Teniendo en cuenta la 
alta prevalencia y el alto coste acumulado de las IRR que no pueden ser controladas efi-
cazmente con las terapias convencionales, la inmunomodulación con preparados bac-
terianos administrados por vía mucosa sublingual podría erigirse en una estrategia de 
tratamiento eficaz para reducir tanto los costes como la gravedad y la duración de estos 
episodios en adultos y niños que padecen IRR.

Otras aplicaciones clínicas de la inmunización sublingual terapéutica 
con preparados bacterianos polivalentes: Uromune® en el tratamiento 
de las infecciones recurrentes del tracto urinario
La administración de preparados bacterianos por la vía de las mucosas también ha sido 
utilizada para prevenir las infecciones urinarias recurrentes (IUR). Uno de los estudios 
destacables en los que se investigó esta cuestión es el que llevaron a cabo Lettgen y co-
laboradores, quienes comunicaron la administración oral de un lisado bacteriano de 109 

de Escherichia coli al que compararon con el uso de nitrofurantoína como profilaxis de 
las IUR en mujeres jóvenes48. 

Más recientemente, se ha llevado a cabo un estudio piloto observacional retrospecti-
vo multicéntrico en España en el que participaron el Hospital Universitario de Sala-
manca, el Hospital Virgen del Castañar de Béjar, el Hospital Virgen de la Vega de Sa-
lamanca y el Centro de Especialidades de Ciudad Rodrigo. En este estudio se utilizó la 
vacuna bacteriana Uromune®, que contiene bacterias completas inactivadas de E. coli 
(25%), Klebsiella pneumoniae (25%), Proteus mirabilis (25%) y Enterococcus faeca-
lis (25%), y que se administra por vía sublingual. Este preparado se aplicó como trata-
miento profiláctico en una muestra de mujeres diagnosticadas de IUR con el objeto de 
evaluar si el uso de una vacuna bacteriana podría ser más eficaz que el tratamiento an-
tibiótico convencional49. 

En este estudio retrospectivo, en el que se analizaron 319 casos clínicos de mujeres afec-
tadas de IUR (> 2 infecciones en los últimos seis meses o > 3 infecciones al año que 
precisan consulta médica y tratamiento antibiótico), se comparó la respuesta clínica a la 
inmunización profiláctica con Uromune® frente a la pauta convencional con antibióti-
cos (trimetoprima/sulfametoxazol). Para el análisis retrospectivo, las pacientes incluidas 
en el estudio se distribuyeron en dos grupos: se asignaron al grupo A (n = 159) las pa-
cientes tratadas durante tres meses con la vacuna bacteriana Uromune® y al grupo B 
(n = 160) las que habían sido tratadas con trimetoprima/sulfametoxazol (40-200 mg/día) 
durante seis meses. Las pacientes del grupo A tuvieron una tasa de IUR significativa-
mente menor que las del grupo B. En los tres primeros meses, la media del número de 
IUR/mes fue de 0,4 y 1,6 para el grupo A y el grupo B, respectivamente (p < 0.0001). 
También se encontró una diferencia significativa en la reducción del número de IUR a 
favor del grupo A, a los 9 y 15 meses de tratamiento (p < 0,0001).

En el grupo A, tras el tratamiento con Uromune® durante tres meses, no se registró nin-
gún efecto adverso y se apreció una mejoría global del 75% en el número de IUR, en 
comparación con el número de IUR registrados en el grupo B durante el mismo perío-
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do de seguimiento, a pesar de que las pacientes de este grupo recibían tratamiento pro-
filáctico antibiótico. El beneficio clínico de Uromune® se mantuvo durante los períodos 
de observación de 9 y 15 meses (86 y 77% de mejoría, respectivamente). Otra observa-
ción destacable es que el número de IUR aumentaba si se interrumpía el tratamiento con 
Uromune® a los tres meses, incrementándose de forma significativa a partir del mes 9. 
Estos datos sugieren la necesidad de prolongar durante más tiempo el tratamiento pre-
ventivo con Uromune®. Por otra parte, este estudio retrospectivo apoya la evidencia de 
que una vacuna bacteriana polivalente frente a las bacterias que más comúnmente in-
fectan el tracto urinario, y que se administra por vía sublingual, puede inducir una res-
puesta inmunomoduladora protectora con reducción significativa de las IUR. De forma 
similar a otros preparados bacterianos polivalentes administrados por vía sublingual, 
como Bactek®, es posible que el mecanismo de acción se ejerza potenciando las res-
puestas inmunológicas innata y adaptativa específica frente a los antígenos bacterianos. 
Así pues, la inmunoestimulación bacteriana en las IUR también podría constituir una 
estrategia efectiva para reducir la frecuencia, la duración y la gravedad de las infeccio-
nes. En cualquier caso, para confirmar la eficacia de los inmunomoduladores bacte-
rianos en las patologías infecciosas recurrentes del tracto urinario es necesario llevar a 
cabo estudios doble ciego, aleatorizados y controlados con placebo.
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Las gammapatías monoclonales (GM) representan un amplio abanico de patologías aso-
ciadas a la proliferación monoclonal de células plasmáticas cuya manifestación común 
es la presencia de moléculas de inmunoglobulinas (Ig) de aspecto monoclonal en plas-
ma y/u orina (proteína monoclonal [PM] o paraproteína). Estas Ig monoclonales son 
producidas en la médula ósea por clones de células plasmáticas anormalmente expan-
didas y en cantidades que permiten su visualización en el laboratorio mediante técnicas 
de inmunofijación en suero y/u orina. El abordaje de estas patologías presenta dos as-
pectos diferenciados: 1) aspectos relativos a las pruebas analíticas para el diagnóstico y 
la monitorización de las patologías, y 2) aspectos relativos al seguimiento clínico direc-
to del paciente. En este capítulo haremos un repaso de los procedimientos utilizados en 
el laboratorio de diagnóstico clínico para la evaluación de pacientes con sospecha de 
GM y de la incidencia de las nuevas tecnologías para la detección y la tipificación de las 
paraproteínas.

CLASIFICACIÓN DE LAS GAMMAPATÍAS MONOCLONALES
En relación con el diagnóstico diferencial del mieloma múltiple (MM) y de la gam-
mapatía monoclonal de significado incierto (GMSI), el International Myeloma Working 
Group (IMWG) estableció en 20031 una nueva clasificación de las GM según los nive-
les de PM, el porcentaje de células plasmáticas en médula ósea y la presencia o ausen-
cia de afectación orgánica o tisular relacionada con el mieloma (myeloma-related organ 
or tisue impairment [ROTI]). 

De acuerdo con estos criterios, se establecían tres categorías de GM:

• GMSI: concentración de paraproteína en suero < 30 g/l, porcentaje de células plas-
máticas en médula ósea < 10% y ausencia de evidencia de mieloma-ROTI.
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• MM asintomático: concentración de paraproteína en suero > 30 g/l, porcentaje de cé-
lulas plasmáticas en médula ósea > 10% y ausencia de evidencia de mieloma-ROTI.

• MM sintomático: concentración de paraproteína en suero > 30 g/l, porcentaje de cé-
lulas plasmáticas en médula ósea > 10% y evidencia de mieloma-ROTI.

La clasificación de las GM de 2003 incluía otras patologías adicionales:

• Mieloma no secretor (MNS).
• Plasmacitoma solitario del hueso.
• Plasmacitoma extramedular.
• Plasmacitoma solitario múltiple.
• Leucemia de células plasmáticas. 

Cabe considerar que las características de estas patologías presentan un importante so-
lapamiento y que la historia natural de la enfermedad puede evolucionar en un mismo 
paciente desde la GMSI hasta el MM activo. El diagnóstico diferencial adecuado del pa-
ciente permite clasificar su patología en alguna de estas entidades clínicas y brinda la 
posibilidad de evaluar el riesgo de progresión y de monitorizar de forma adecuada la evo-
lución de la enfermedad.

GUÍAS DE CONSENSO PARA EL DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL 
DEL MIELOMA MÚLTIPLE
En los últimos años se han publicado diversas guías elaboradas por grupos de traba-
jo internacionales que constituyen importantes documentos de consenso referentes 
a la evaluación de las GM. A modo de ejemplo, puede destacarse la guía publicada 
en 2009 conjuntamente por el UK Myeloma Forum (UKMF) y el Nordic Myeloma Stu-
dy Group (NMSG) en el British Journal of Haematology2. Otra guía de iniciativa euro-
pea es la de la European Society for Medical Oncology (ESMO), publicada en 2010 en 
Annals of Oncology3. En 2009 tuvo lugar el 12th International Myeloma Workshop, 
en el que se constituyeron distintos paneles de expertos, y en 2011 se publicaron en Blood 
las recomendaciones del Consensus Panel 3 relativas, entre otros aspectos, a las (míni-
mas) pruebas (imprescindibles) para el diagnóstico y la valoración del pronóstico de pa-
cientes con sospecha de MM4. Ese mismo año se presentaron dos nuevas guías clínicas: 
la guía para el diagnostico y manejo del MM elaborada por el Haemato-oncology Task 
Force of the British Committee for Standards in Haematology (BCSH) and UK Myelo-
ma Forum, publicada en el British Journal of Haematology5, y la guía Multiple Myeloma 
NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, elaborada por el National Compre-
hensive Cancer Network (NCCN) de EEUU, que se publicó en el Journal of the Na-
tional Comprehensive Cancer Network6.

Las guías mencionadas han ido incorporando avances en distintos ámbitos del diag-
nóstico de las GM: en el diagnóstico por imagen, como es el caso de los estudios de 
resonancia magnética o la tomografía por emisión de positrones; en el análisis de la 
célula tumoral mediante citometría de flujo; en los estudios genéticos, como es el 
caso de la hibridación fluorescente in situ (FISH), o en el laboratorio de diagnósti-
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co, como ha ocurrido con la cuantificación de las cadenas ligeras libres (CLL) de Ig 
en suero.

Desde el punto de vista del laboratorio de diagnóstico, el interés del diagnóstico de es-
tas patologías se centra en: 1) la detección y la evaluación inicial de las paraproteínas; 
2) su estratificación y evaluación del riesgo de progresión, y 3) la monitorización de los 
tratamientos.

NUEVAS METODOLOGÍAS DIAGNÓSTICAS PARA LA EVALUACIÓN 
DE LAS GAMMAPATÍAS MONOCLONALES
En los últimos años se han realizado importantes avances en las metodologías utilizadas 
en el laboratorio para el diagnóstico de las GM, que describimos a continuación:

• Desarrollo de anticuerpos frente a las CLL de las Ig dirigidos contra determinantes 
antigénicos situados en regiones de la cadena ligera habitualmente ocultos en la es-
tructura cuaternaria de las Ig intactas. Distintas modalidades de estos anticuerpos per-
miten cuantificar las CLL en suero7 y en orina8 mediante técnicas de inmunoensayo 
en fase líquida, como la nefelometría y la turbidimetría.

• Desarrollo de anticuerpos que reconocen conjuntos pareados (cadena pesada/cadena 
ligera) y permiten diferenciar, por ejemplo, la IgG-  de la IgG- . Este método de me-
dición también se basa en técnicas de inmunoensayo en fase líquida9.

• Desarrollo de procedimientos de electroforesis basados en electroforesis capilar de 
zona, cuya sensibilidad es muy superior a la de los procedimientos electroforéticos 
habituales basados en electroforesis zonal sobre geles de agarosa10,11. También se han 
desarrollado procedimientos similares a la inmunofijación basados en electroforesis 
capilar y con una alta sensibilidad y especificidad.

• Mejora significativa de los procedimientos electroforéticos aplicados a muestras uri-
narias que permiten su evaluación sin requerir la concentración previa de la orina. 
Estas nuevas aproximaciones presentan una alta sensibilidad y especificidad para la 
evaluación de las paraproteínas en orina12. 

La implantación de todas estas herramientas diagnósticas es desigual en los distintos la-
boratorios de diagnóstico clínico en los servicios donde se estudian estas patologías (In-
munología, Análisis Clínicos y Bioquímica Clínica), ya sea debido a la variabilidad en la 
disponibilidad de las tecnologías o bien a la carencia de desarrollo de protocolos analí-
ticos específicos, a razones históricas (de hábitos y costumbres) o a combinaciones de 
todas estas razones. No obstante, el objetivo común que debería guiar al Laboratorio 
de Diagnóstico Clínico es la garantía de que las pruebas analíticas que se realicen pue-
dan permitir en todos los casos el diagnóstico correcto y una adecuada monitorización del 
paciente con GM.

CRITERIOS DE EVALUACIÓN EN EL INICIO DE UN ESTUDIO DE PARAPROTEÍNAS
En términos de directrices generales, se realizará el espectro electroforético de una 
muestra sérica cuando haya sospecha clínica de patologías relacionadas con la presen-
cia de una paraproteína o bien cuando los resultados de otras pruebas indiquen un in-
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cremento de la probabilidad de la presencia de una PM2. Estos parámetros anormales 
de sospecha incluyen:

• Velocidad de sedimentación globular o viscosidad plasmática incrementadas.
• Anemia, hipercalcemia o fallo renal de causa desconocida.
• Incremento de las proteínas/globulinas totales.
• Incremento de la Ig, particularmente si se asocia a la disminución de una o más cla-

ses de Ig (IgG, IgA o IgM).
• Reducción de los niveles de una o más clases de Ig (IgG, IgA o IgM).

Frecuentemente, las paraproteínas se detectan como un hallazgo casual en relación con 
el estudio de otros síntomas clínicos o signos no asociados directamente a las GM o bien 
en el contexto de revisiones médicas rutinarias. 

PRUEBAS DE LABORATORIO UTILIZADAS PARA LA EVALUACIÓN 
DE LAS PARAPROTEÍNAS
La evaluación estándar inicial de pacientes con sospecha de MM incluye una serie de 
pruebas diagnósticas en distintos campos4:

• Información clínica: historia clínica y exploración.
• Pruebas hematológicas:

 – Hemograma y recuento diferencial.
 – Evaluación del frotis de sangre periférica.

• Pruebas bioquímicas:
 – Cribado bioquímico general.
 – Calcio y creatinina.

• Pruebas inmunológicas:
 – Espectro electroforético e inmunofijación en suero.
 – Cuantificación nefelométrica de las Ig séricas.
 – Electroforesis e inmunofijación de orina de 24 horas.
 – Cuantificación de CLL en suero.

• Estudios en médula ósea:
 – Aspirado o biopsia de médula ósea.

• Citogenética:
 – Cariotipo.
 – FISH.

• Pruebas radiológicas:
 – Radiología de columna, pelvis, cráneo, húmero y fémur.
 – Resonancia magnética (en determinadas circunstancias).

• Otras pruebas:
 – -2 microglobulina en suero.
 – Lactato deshidrogenasa en suero.

Existe una importante coincidencia entre las distintas guías2-6 en relación con la utilidad 
de estas pruebas diagnósticas para el diagnóstico diferencial de las GM. No obstante, es 
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posible encontrar diferencias en las aproximaciones del laboratorio diagnóstico referen-
tes a la inclusión de pruebas analíticas correspondientes a pruebas analíticas de inmu-
noquímica, a los algoritmos de pruebas de cribado y a las pruebas de confirmación. Des-
de este punto de vista, las guías del BCSH y del NCCN antes referidas5,6 difieren también 
en algunos aspectos. En concreto, esta última no diferencia entre pruebas de cribado y 
pruebas de confirmación en el diagnostico diferencial inicial de las GM. Por otra parte, 
la diferencia entre la aproximación recomendada en la guía británica y en la guía del 
IMWG radica en que, según esta última, la cuantificación de las CLL en suero debería 
realizarse en el cribado para todos los pacientes, mientras que en la guía del BCSH po-
dría llevarse a cabo sólo en aquellos casos en los que no se demuestre la presencia de 
PM en suero pero exista una fuerte sospecha de MNS, mieloma oligosecretor o mielo-
ma de cadenas ligeras.

En línea con las recomendaciones del IMWG se encuentran el algoritmo diagnósti-
co publicado por Katzmann y colaboradores13, las recomendaciones recién publica-
das por la Sociedad Española de Química Clínica y Patología Molecular (SEQC; http://
www.seqc.es/es/Publicaciones/3/43/Comision_de_Proteinas_-_Documentos_nuevos/) 
y el algoritmo presentado por Joaquín Martínez López, miembro del Grupo Español 
del Mieloma, en su intervención en la 3ª Reunión Anual de la Sociedad de Inmuno-
logía de la Comunidad de Madrid (SICAM) de Octubre de 2011 y que se recoge en 
esta monografía, en el capítulo titulado Protocolos de interacción consensuados en gam-
mapatías monoclonales. Estos algoritmos de diagnóstico diferencial recomiendan la 
medición de las CLL en suero en combinación con la electroforesis de proteínas en 
suero (SPE) y la electroforesis de inmunofijación (IFE) en todos los pacientes con 
sospecha de GM, suprimiendo inicialmente la necesidad de los estudios en orina (ex-
cepto ante la sospecha de amiloidosis). En todo caso, la cuantificación de las CLL en 
suero es una prueba muy importante para la evaluación del riesgo de progresión de 
la GM y para la determinación de la «remisión completa estricta» (RCe) tras el trata-
miento del MM, uno de cuyos requisitos es, precisamente, la normalidad de la ratio 
de CLL- /CLL- .

ALGORITMO DIAGNÓSTICO DE PRUEBAS INMUNOQUÍMICAS 
PARA EL ESTUDIO DE PACIENTES CON SOSPECHA 
DE MIELOMA MÚLTIPLE
En el laboratorio de diagnóstico clínico, las pruebas inmunoquímicas que se utilizan 
para evaluar la detección de paraproteínas se pueden estructurar mediante un algorit-
mo básico de pruebas analíticas asociadas en cadena de detección/cribado y de tipifica-
ción/confirmación:

Pruebas de detección/cribado de paraproteínas

Pruebas de detección. El método de elección es la SPE, bien en geles de agarosa o 
bien mediante electroforesis capilar de mayor sensibilidad10,11. En ambos casos, la SPE 
permite la detección de la mayor parte de las paraproteínas asociadas a las GM. No obs-
tante, en determinados casos hay pacientes con sospecha clínica de GM sin presencia 
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de PM demostrable en el espectro electroforético del suero, como ocurre en el MNS, 
el mieloma oligosecretor y el mieloma de cadenas ligeras. En estos casos, se deben rea-
lizar pruebas de detección complementarias, como la IFE o la determinación de CLL 
de Ig en suero2-5.

Detección por inmunofijación en suero. La técnica de IFE en suero es más sen-
sible que la SPE, por lo que deberá realizarse cuando esta última sea negativa y haya 
sospecha clínica fundada de posible presencia de GM1-6.

Detección basada en la cuantificación de CLL en suero. En 2003, Bradwell y 
colaboradores7 desarrollaron métodos muy sensibles que permiten la cuantificación de 
las CLL en suero. Se ha demostrado que las células plasmáticas de médula ósea, tan-
to las normales como las neoplásicas, producen y secretan CLL de forma similar a las 
Ig completas. Además, se ha demostrado que una ratio de CLL /  anormal puede uti-
lizarse como marcador adicional (subrogado) de GM, incluso en situaciones en que la 
tasa de reabsorción de las CLL no haya sido superada y, por lo tanto, las CLL monoclo-
nales no se puedan detectar mediante inmunofijación en orina.

La cuantificación de CLL en suero está indicada en los casos de sospecha de MNS, 
mieloma oligosecretor, mieloma de cadenas libres y amiloidosis (AL). Sin embargo, 
algunas guías recomiendan incluir, con carácter general, la cuantificación de CLL 
en suero en el cribado de las GM8,14. En la valoración de los resultados de la detec-
ción de CLL en suero ha de tenerse en cuenta que se pueden observar ratios alte-
radas en otros procesos patológicos asociados a disregulación de la síntesis de Ig, 
como el lupus eritematoso sistémico o la infección por virus de la inmunodeficien-
cia humana.

Pruebas de tipificación/confirmación de paraproteínas

Inmunofijación en suero. El procedimiento de referencia para la tipificación es la 
IFE en suero, en sus distintas variantes: geles de agarosa o electroforesis capilar. Este 
procedimiento permite identificar la cadena pesada y la cadena ligera implicadas en la 
estructura de la paraproteína1-6. En situaciones especiales, no sólo se deberá valorar 
la necesidad de detectar las cadenas pesadas ,  y , y las cadenas ligeras  y  totales, 
sino también las cadenas pesadas  y , así como las CLL-  y CLL- . 

Cuantificación de PM. Esta herramienta es básica en el diagnóstico y el seguimien-
to de las GM. El método de elección es la densitometría sobre la SPE. Las guías in-
ternacionales recomiendan que, para un mismo paciente, siempre se utilice el mismo 
procedimiento de cuantificación de PM. Cabe señalar que esta recomendación puede 
entrañar una especial dificultad en los pacientes en remisión, porque en estos casos la 
PM puede solaparse con el fondo policlonal del suero2-6.

Ratio de CLL en suero. La evaluación de la ratio de CLL /  en suero puede ser de 
gran relevancia en la estimación del pronóstico y la monitorización de las GM. En fun-
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ción de cada patología concreta, se deberá establecer un plan de reevaluación de este 
parámetro14.

Inmunofijación en orina. En la mayor parte de las GM, la inmunofijación en orina 
no estaría indicada como técnica general de cribado. No obstante, cuando se detecta una 
paraproteína en suero se debe evaluar su presencia en orina, ya que el balance de pa-
raproteína entre suero y orina puede alterarse por distintos procesos fisiopatológicos, 
como pueden ser las tasas de producción de PM, la integridad de la función renal o la 
respuesta al tratamiento2-6. 

Otras determinaciones para la tipificación de paraproteínas. Algunos labora-
torios cuantifican las cadenas ligeras  y  totales. El análisis de estos resultados tiene 
escaso valor en el cribado cuando se realiza de forma aislada, pero puede dar una infor-
mación relevante cuando se evalúa el desequilibrio entre cadenas pesadas y cadenas li-
geras. Estos parámetros, en el contexto de los estudios asociados al «perfil proteico» del 
paciente15, pueden aportar información relevante sobre el equilibrio de cadenas ligeras 
entre sí y en relación con las cadenas pesadas, proporcionando así una orientación para 
las fases adicionales del diagnóstico de identificación de paraproteínas de isotipos IgD 
o IgE, mielomas de cadenas ligeras o mielomas de cadenas pesadas. 

Recientemente, se han desarrollado nuevas herramientas diagnósticas que permiten 
cuantificar por inmunoensayo en fase líquida los distintos dímeros de cadena pesada/
cadena ligera (Hevylite®)9. Este método permite diferenciar la Ig implicada en la PM 
de la Ig no implicada. La evaluación de estos parámetros puede ser de gran utilidad en 
el pronóstico y la monitorización de las GM. En los capítulos siguientes se ofrece una 
información más detallada sobre las nuevas aplicaciones de esta prueba.

GAMMAPATÍA MONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIERTO: 
EVALUACIÓN DEL RIESGO DE PROGRESIÓN
El concepto de GMSI, que fue introducido en 1978 por R. A. Kyle, de la Clínica 
Mayo16, se define como la presencia de PM en suero u orina en un individuo en el que 
no hay evidencia de MM, AL, macroglobulinemia de Waldenström ni otras patologías 
asociadas.

Es de crucial importancia determinar criterios objetivos que permitan predecir la pro-
babilidad de progresión de la enfermedad desde GMSI hasta MM sintomático. En este 
sentido, se han identificado algunos factores de riesgo17:

• Isotipo de paraproteína. Se ha demostrado que las GMSI con paraproteína de las cla-
ses IgA o IgM tienen mayor probabilidad de progresión.

• Concentración de paraproteína. Varios estudios demuestran que a mayor nivel de pa-
raproteína en el momento del diagnóstico, mayor es la probabilidad de progresión.

• Otros factores. Se han descrito asociaciones de la progresión maligna con otros facto-
res, como la gravedad de la plasmacitosis o la presencia de células plasmáticas en san-
gre periférica.
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• Resultados anormales de la ratio de CLL /  en suero. Se ha demostrado la asocia-
ción entre ratios de CLL /  en suero alteradas y la progresión de GMSI a MM.

CONCLUSIONES 
El diagnóstico diferencial de las GM es un proceso multifactorial y multidisciplinar que 
incluye la valoración de distintos tipos de evidencias clínicas y de diagnóstico de labo-
ratorio. Desde el punto de vista del diagnóstico inmunoquímico, es necesario implantar 
en el laboratorio las nuevas tecnologías y mejorar la eficacia de metodologías con una 
mayor trayectoria. Las nuevas guías para el diagnóstico y la monitorización de GM ofre-
cen una oportunidad para intensificar la colaboración entre los hematólogos clínicos res-
ponsables del seguimiento clínico de los pacientes y los profesionales de los laboratorios 
de diagnóstico. El objetivo principal es establecer protocolos consensuados que inclu-
yan algoritmos diagnósticos para la evaluación inicial y el seguimiento de los pacientes 
con alteraciones asociadas con la presencia de GM.
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Nuevas aportaciones de Freelite® y Hevylite® 
al diagnóstico, a la monitorización y al pronóstico 
de las gammapatías monoclonales

Arthur R. Bradwell 
University of Birmingham, Reino Unido

Hace 10 años desarrollamos un inmunoensayo basado en anticuerpos policlonales pro-
ducidos en oveja para la determinación sérica de las cadenas ligeras libres (CLL)  
y  de las inmunoglobulinas (Ig)1. Este gran avance técnico, logrado a partir del mode-
lo knock-out sheep, ha permitido determinar todos los diferentes tipos de cadenas lige-
ras  y . Cabe señalar que 30 años antes ya habíamos intentado producir anticuerpos 
monoclonales, una diana lógica para medir proteínas monoclonales, pero no pudi-
mos obtener un inmunoensayo seguro debido a la variabilidad existente en las regiones 
ocultas de las cadenas ligeras de las Ig (Figura 1). 

La gran heterogeneidad de las CLL en suero (su elevado polimorfismo) se debe a cau-
sas como la recombinación genética, las hipermutaciones somáticas de las regiones va-
riables tras la exposición a antígenos o la variabilidad genética de las regiones constan-
tes2. Por ello, el principal desafío en el desarrollo de anticuerpos para ensayos de CLL 
en suero era conseguir un reconocimiento amplio de las diferentes cadenas ligeras pro-
ducidas por pacientes con tumores de células plasmáticas. 

La cadena ligera  está codificada por un solo gen responsable para la región constan-
te, pero en la codificación de la región variable y de la región hipervariable están invo-
lucrados alrededor de 40 genes. La estructura macromolecular de la región oculta de la 
cadena ligera  depende tanto de la región constante como de los 40 genes responsa-
bles de la región variable, razón por la cual las cadenas ligeras  monoclonales son muy 
variables. La cadena ligera  es aun más variable, ya que hay cuatro genes que codifican 
las regiones constantes y cerca de 30 que codifican las regiones variables, lo que origi-
na aproximadamente 120 posibles estructuras diferentes. Por lo tanto, resulta imposi-
ble disponer de uno, dos o varios anticuerpos monoclonales capaces de reconocer co-
rrectamente las cadenas  y, en especial, las . Además, ambos tipos de cadenas pueden 
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estar dimerizadas, en particular las cadenas , que circulan de esta forma en el 80% de 
los pacientes.

DETERMINACIÓN DE CADENAS LIGERAS LIBRES EN SUERO FREELITE® 
Y SU APLICABILIDAD SEGÚN LAS RECOMENDACIONES INTERNACIONALES
Mediante la inmunización de ovejas con más de 100 antígenos diferentes, hemos po-
dido obtener una mezcla de anticuerpos policlonales que permite la identificación de 
la enorme variedad de cadenas ligeras presentes en el suero humano. El inmunoen-
sayo en fase líquida (nefelometría/turbidimetría) para la «cuantificación de CLL en 
suero» (Freelite®) es mucho más sensible que las otras pruebas séricas que se han uti-
lizado con tal fin3. Además, también es más sensible que las pruebas para CLL en ori-
na, las cuales tienen un valor limitado debido a que, en condiciones funcionales nor-
males, las CLL se reabsorben en el glomérulo renal y, por lo tanto, no pasan a la orina 
(Figura 2)4.

Los pacientes con concentraciones de CLL de entre 100 y 200 mg/l sólo pueden ser 
evaluados con el ensayo para CLL en suero Freelite®, siendo esencial que se utilicen 
pruebas diagnósticas que permitan la medición en todos los pacientes que se encuen-
tran en el rango de la normalidad. Dado que el marcador de monoclonalidad es la «ra-
tio / », además de cuantificar la cadena ligera monoclonal implicada, también hay que 
medir la supresión de la cadena ligera no tumoral, un parámetro que sólo puede obte-
nerse utilizando el ensayo para CLL en suero Freelite®. Los beneficios que aporta la 
cuantificación de las CLL se han referido en más de 1.000 publicaciones en los últi-
mos 10 años, y una de las conclusiones más comunes de éstas es que «la determinación 
de CLL séricas debería reemplazar a las pruebas en orina en el cribado de Ig mono-
clonales»5-7

. 

Cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina

FIGURA 1
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En cuanto a la monitorización de la respuesta al tratamiento, la medición de las CLL 
en suero es de gran valor y está recomendada en el seguimiento de los pacientes con 
amiloidosis (AL) o con mieloma múltiple no secretor (MMNS), así como en todos los 
pacientes con mieloma múltiple (MM), en este caso para la determinación de la «re-
misión completa estricta» (RCe)8. Aunque es probable que el MM comience en la mé-
dula ósea con un único clon de células plasmáticas, en el curso de la enfermedad se 
produce una diferenciación genética con expansión clonal, por lo que es posible que 
en las fases avanzadas existan centenares de clones distintos9. Algunos de estos clones 
de células plasmáticas producen mezclas de Ig intactas y CLL, mientras que otros 
generan únicamente CLL. Por lo tanto, se debería llevar a cabo una monitorización 
de todos los pacientes con MM mediante la medición tanto de las Ig intactas como de 
las CLL (Figura 3). 

Por otra parte, en el contexto de pacientes con sospecha de MM que tienen insufi-
ciencia renal y presentan en el momento del diagnóstico una nefropatía por cilindros 
(«riñón de mieloma»), actualmente, en la mayoría de los centros se incluye en la eva-
luación una prueba para detectar CLL o Ig intactas en orina. Cabe destacar, sin em-
bargo, que la nefropatía por cilindros es causada por el exceso de cadenas ligeras que 
son filtradas a través del glomérulo y deficientemente metabolizadas, mientras que las 
Ig intactas, debido a su gran tamaño, no son filtradas por el riñón y no causan esta com-

Sensibilidad de las pruebas para la detección de cadenas ligeras 
libres en suero y orina

 +  total: cadenas libres en suero  +  totales; CLLs: cadenas ligeras libres en suero; 

CZE: electroforesis capilar de zona; SPE: electroforesis de proteínas en suero; sIFE: electroforesis 

de inmunofijación en suero; uIFE: electroforesis de inmunofijación en orina; uPEP: electroforesis de 

proteínas en orina.
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plicación. Además, en la mayoría de los pacientes con insuficiencia renal aguda (IRA), 
dado que no existe función renal, la prueba de CLL en orina puede ser negativa, lo 
cual hace que la única prueba relevante sea el ensayo de CLL en suero. En un estu-
dio realizado en Birmingham en 142 pacientes con IRA10, se observó nefropatía por 
cilindros en todos los pacientes con niveles de CLL-  o CLL-  en suero > 500 mg/l, 
pudiendo considerarse este punto de corte casi como un criterio diagnóstico (Figu-
ra 4)11. Sin embargo, en tres pacientes del estudio que tenían una gammapatía mono-
clonal de significado incierto (GMSI) y presentaron IRA no se encontró nefropatía 
por cilindros10.Dado que muchos de los pacientes evaluados en este estudio fueron 
negativos para la prueba de CLL en orina −ya que no fue posible recoger orina du-
rante varios días−, la determinación de las CLL en suero constituyó una prueba diag-
nóstica crucial. 

En resumen, de acuerdo con las directrices internacionales, el ensayo de CLL en sue-
ro en el diagnóstico y el manejo del MM y trastornos relacionados está indicado funda-
mentalmente en cinco situaciones:

1) En el cribado y el diagnóstico de todas las gammapatías monoclonales (GM) distin-
tas de la AL, conjuntamente con la electroforesis de proteínas en suero (SPE) y la 
electroforesis de inmunofijación (IFE) en suero8.

2) En el pronóstico de todas las GM, incluidas las GMSI8,12,13.
3) En la monitorización de la respuesta al tratamiento en pacientes con AL y 

MMNS8,14-17.

Paciente con mieloma múltiple IgA � y recaída únicamente 
de cadenas ligeras libres (escape de CLL en suero)

FIGURA 3

0

1.000

2.000

3.000

4.000

5.000

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo (días)

C
a
d
e
n
a
s
 l
ib

re
s
 λ

 e
n
 s

u
e
ro

 (
m

g
/
l)

0

5

10

15

20

25

30

P
a
ra

p
ro

te
ín

a
 I
g
A

 (
g
/
l)



Nuevas aportaciones de Freelite® y Hevylite® al diagnóstico, 

a la monitorización y al pronóstico de las gammapatías monoclonales

129

4) En todos los pacientes con MM que hayan alcanzado una respuesta completa al tra-
tamiento, con el objeto de definir la RCe14.

5) En los pacientes con MM que presentan fallo renal10,18.

Importancia de la ratio de CLL-�/CLL-�

La potencia de la determinación de CLL en suero es dependiente de la ratio / . En el 
gráfico de puntos expuesto en la Figura 5 se representan los valores de la ratio /  de 
1.000 pacientes, algunos de los cuales presentan valores de concentraciones de cade-
nas  o  anormales pero una ratio /  normal. Estos pacientes tienen enfermedad re-
nal crónica y, como consecuencia, una disminución de la capacidad renal para eliminar 
las CLL, cuya concentración en suero resulta incrementada hasta 10 veces por encima 
de los niveles que se observan en individuos con una función renal normal. En cambio, 
los pacientes con producción de  monoclonal o de  monoclonal suelen presentar una 
ratio /  fuera del rango de la normalidad, parámetro que resulta esencial a la hora de 
diferenciar las patologías que cursan con producción de proteínas monoclonales de aque-
llas otras que, como la insuficiencia renal, provocan incrementos combinados de CLL  
y . De este modo, si únicamente se dispusiera de la medición de las CLL totales (y no 
se pudiera evaluar la ratio / ), se dejaría sin diagnosticar a prácticamente todos los pa-

Valoración de la ratio �/� en pacientes con insufi ciencia renal 
que requieren diálisis

La ratio /  permite distinguir con facilidad a los pacientes con mieloma múltiple (MM) tipo  

(triángulos en área B) y tipo  (cuadrados en área A) de aquellos sin evidencia de gammapatía 

monoclonal (círculos entre las líneas paralelas). Las cruces representan el rango de normalidad.

FIGURA 4
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cientes con MMNS o con AL. La causa de ello radicaría en que, por ejemplo, un valor 
de 200 mg/l de CLL- , más 200 mg/l de CLL- , correspondería a un total de CLL in-
ferior al límite superior del rango de normalidad para la suma de CLL en suero, que se 
sitúa en alrededor de 500 mg/l. 

NUEVOS AVANCES Y APLICABILIDAD DE LA DETERMINACIÓN DE PARES 
ESPECÍFICOS DE CADENAS PESADAS/CADENAS LIGERAS (HEVYLITE®) 
EN LAS GAMMAPATÍAS MONOCLONALES
Cuando se mide la concentración de Ig intactas no se establece una ratio, sino que se 
mediría, por ejemplo, la IgG total, que es igual a la suma de IgG-  más IgG- , y lo mis-
mo ocurriría con los demás tipos de Ig. Pero, ¿qué ocurriría si se dispusiera de una ratio 
IgG- /IgG- ? Ésta es, precisamente, la información que proporciona el ensayo Hevylite®: 
la ratio de los pares específicos de cadena pesada/cadena ligera de inmunoglobulinas 

Determinación de la ratio �/� (Freelite®) en 1.000 pacientes 
con diversos tipos de mieloma, amiloidosis, insufi ciencia renal 
crónica y sanos

Las concentraciones de cadenas  y  se representan en escala logarítmica. A lo largo del eje 

diagonal, la ratio /  es de aproximadamente 1, y en el área donde se cruzan las líneas paralelas 

verticales, horizontales y diagonales se encuentra las cruces que representan las ratio /  

de los sujetos sanos.

IRC: insuficiencia renal crónica.

FIGURA 5
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(IgX- /IgX- )19. Conceptualmente, Hevylite® es un ensayo basado en criterios justifica-
dos y que, al igual que la determinación de CLL en suero, aportará nueva información 
y valor a la clínica, como se describe a continuación. 

Dado que la medición de los pares específicos de cadenas pesadas/cadenas ligeras de 
las Ig no puede ser obtenida mediante electroforesis, se ha desarrollado un inmunoen-
sayo en fase líquida (nefelometría/turbidimetría) para su determinación19. En las Ig in-
tactas –con sus dos pares de cadena pesada y cadena ligera–, en cada par de cadenas hay 
una región única, con un patrón conformacional específico que corresponde a un epíto-
po de unión entre la cadena pesada y la cadena ligera. Estos epítopos de unión cons-
tituyen las dianas de los anticuerpos Hevylite®. Para las IgG, son necesarios dos anti-
cuerpos Hevylite® distintos: uno que reconoce la IgG unida a una cadena ligera  y otro 
que reconoce la IgG unida a una cadena ligera . Actualmente, se dispone también de 
anticuerpos Hevylite® para la IgA (unida a la cadena ligera  o la ) y para la IgM (Fi-
gura 6)20,21. Un anticuerpo Hevylite® reconoce tres aminoácidos de la cadena pesada y 
otros tres de la cadena ligera. Si el anticuerpo se une únicamente a tres residuos, se con-
sidera no reactivo, lo cual significa que los anticuerpos Hevylite® reconocen las molé-
culas de Ig en su conformación completa y no reconocen las CLL19.

Representación de los pares específi cos de cadena pesada/cadena 
ligera de las inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM y de los epítopos 
Hevylite® diana de los anticuerpos específi cos Hevylite®

FIGURA 6
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Los resultados de la cuantificación Hevylite® en pacientes con diferentes enfermeda-
des monoclonales se pueden representar del mismo modo que los valores de CLL en 
suero. En la Figura 7 se representan los valores de Hevylite® obtenidos en 100 pa-
cientes con MM tipo IgA22. Se puede observar que los pacientes con MM tienen una 
ratio IgA- /IgA-  alterada. En realidad, cuanto más extrema es esta ratio, mayores 
son los niveles de Ig y la supresión de la IgA policlonal no tumoral, ya que existe una 
correlación entre la concentración de la IgA producida por el tumor y la supresión de 
la IgA policlonal. En la gráfica se ilustra esta correlación, observándose que algunos 
pacientes con MM y menos de 1 g/l de proteína monoclonal presentan una supresión 
de fondo (background) policlonal no tumoral de aproximadamente 10 veces. Además, 
en algunos pacientes puede ser imposible el diagnóstico por electroforesis, como ocu-
rre en los que presentan MM tipo IgA, en quienes a veces la proteína monoclonal es 
fácil de reconocer pero difícil de cuantificar debido a la transferrina subyacente (Fi-
gura 8)22,23. Por lo tanto, muchos pacientes producen proteínas monoclonales IgA que 
no se detectan por electroforesis pero que sí pueden identificarse mediante el ensa-
yo Hevylite®.

VENTAJAS DEL ENSAYO HEVYLITE® EN LA MONITORIZACIÓN 
DEL MIELOMA MÚLTIPLE
La aportación del ensayo Hevylite® al diagnóstico del MM consiste en que permite la 
identificación de un mayor número de pacientes que las técnicas de electroforesis de 
inmunofijación24. Cabe destacar que, pese a ello, este ensayo es particularmente de in-
terés en el seguimiento de estos pacientes, en el que entran en juego varias caracterís-
ticas de la medición de las Ig que normalmente no se toman en consideración.

Gráfi co de puntos Hevylite®

Las concentraciones de IgA-  

e IgA-  se representan en escala 

logarítmica. Entre los ejes centrales 
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por fuera corresponden a pacientes 

con MM IgA-  o con MM IgA- . 

Cuanto más extrema es la ratio 
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niveles de Ig y la supresión de 

la IgA policlonal no tumoral. 

IgA: inmunoglobulina A; 

MM: mieloma múltiple.
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La medición de las Ig se establece por su concentración por litro, pero hay que tener 
en cuenta que el tumor produce una masa absoluta de la Ig monoclonal. Además, al-
gunos posibles cambios independientes de los que se pueden producir en el propio 
tumor, como son las alteraciones del volumen sanguíneo o del hematocrito, o tam-
bién la existencia de un metabolismo variable de la IgG, suponen dificultades aña-
didas a la hora de reconocer si el tumor realmente está creciendo o bien está dis-
minuyendo de tamaño debido a la quimioterapia (Figura 9). En este sentido, en el 
año 1977, Alexanian y colaboradores comunicaron que los cambios de volumen de plas-
ma o del hematocrito durante el tratamiento de quimioterapia del MM pueden supo-
ner cambios en la concentración de las Ig de hasta el 50%, lo cual implica que las me-
diciones de las Ig totales en suero no reflejan la cantidad real de Ig que produce la 
masa tumoral25.

Como es sabido, las proteínas séricas son eliminadas por pinocitosis y se caracterizan 
por tener una vida media de alrededor de tres días (Figura 10). Sin embargo, las IgG, 
gracias a un proceso de reciclaje, tienen una vida media de 21 días26-28. Ello se debe a 
su propiedad de unirse al receptor neonatal o de Brambell (FcRn), que es el respon-
sable del transporte de IgG desde la madre hasta el feto a través de la placenta du-
rante los últimos tres meses del embarazo y permanece activo en todas las células que 
se mantienen nucleadas a lo largo de su vida. Este receptor, que fija tanto la IgG como 
la albúmina en residuos separados de la molécula, se une a la IgG en la superficie ce-
lular, la protege de la digestión ácida en el lisosoma y la recicla, permitiendo que vuel-
va a la superficie celular y liberándola en el suero. Este proceso se repite alrededor de 
siete veces, lo que incrementa la vida media de la IgG de 3 a 21 días. No obstante, dado 
que cuando existen concentraciones normales de IgG los receptores FcRn se saturan, 
la IgG que supera dicho umbral será digerida en los lisosomas. Así, si un paciente tiene 

Electroforesis en pacientes con mieloma múltiple tipo IgA

FIGURA 8
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100 g/l de IgG, la vida media de 10 g de esta IgG será de 21 días, pero la de los 90 g res-
tantes será de aproximadamente sólo cuatro días. En el MM tipo IgG, el metabolismo 
de la IgG monoclonal es igual al de la IgG policlonal, por lo que se observa una correla-
ción entre la concentración de IgG y su vida media. En una concentración de 120 g/l, 
la vida media de la IgG será de aproximadamente cuatro días, pero en una concentra-
ción de sólo 5 g/l, la vida media de la IgG será de 80 días. Ello significa que la vida media 
de la IgG de un paciente en el momento del diagnóstico será mucho más corta que des-
pués de la quimioterapia o durante la remisión, cuando la concentración de IgG puede 
descender a unos 5 g/l y, por lo tanto, permanecer en la sangre durante muchos meses. 
Incluso, puede ocurrir la eventualidad de que el paciente esté curado y que, sin embar-
go, se despierte la falsa sospecha de la existencia de un tumor residual. A diferencia de 
la IgG, las IgA e IgM no tienen receptores de reciclaje, por lo que su vida media no se 
modifica en función de su concentración sérica.

Atendiendo a lo dicho, los cambios porcentuales en las mediciones de IgG dependerán 
de las concentraciones iniciales. Así, si en un paciente «X», con una concentración de 
IgG de 100 g/l se logra, mediante la quimioterapia, la eliminación del 100% de la masa 
tumoral, en 15 días dicho valor se reducirá en un 80%, es decir, descenderá de 100 a 

Efecto de los cambios de volumen sanguíneo en las mediciones 
de las inmunoglobulinas

Ejemplo A: en concentraciones de IgG-  de 50 g/l, la ratio entre proteína monoclonal y proteína 

policlonal es 3:1. Ejemplo B: cuando se incrementa el volumen de plasma y no hay cambios en la 

producción tumoral, la IgG-  se diluye, pero la ratio Ig- /Ig-  se mantiene en 3:1. Ejemplo C: 

muchos pacientes con mieloma presentan anemia, por lo que su volumen plasmático se incrementa 

y la concentración de IgG-  se diluye aun más, pero la ratio Ig- /Ig-  sigue manteniéndose en 3:1.

Ig: inmunoglobulina.

FIGURA 9
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20 g/l, puesto que en las concentraciones referidas la vida media de la IgG es, como ya 
se ha mencionado, de unos cuatro días. En cambio, en un paciente «Y», con una con-
centración de IgG de 10 g/l, en el que igualmente con la quimioterapia se ha logrado la 
eliminación del 100% de las células tumorales, en 15 días los niveles de IgG sólo se re-
ducirán en un 20%, o sea, de 10 a 8 g/l, puesto que, en estas concentraciones, la vida 
media de la IgG es mucho más prolongada. Por lo tanto, la comparación de las reduc-
ciones de las concentraciones de IgG en los pacientes con MM no constituye un pará-
metro fiable. Esta observación podría incluso cuestionar el significado de remisión par-
cial, dado que, según la definición de tal concepto, el paciente «X» estaría teniendo una 
muy buena respuesta parcial, mientras que el paciente «Y» mostraría una respuesta par-
cial pobre, cuando en realidad en ambos pacientes se habría conseguido la eliminación 
total de la masa tumoral.

En la Figura 11 se representa el seguimiento de un paciente con MM tipo IgG-  con 
Hevylite®29. Después de un ciclo de tratamiento con ciclofosfamida, el paciente en-
tra en remisión; luego presenta una recaída, con una respuesta parcial al tratamiento 
con ciclofosfamida, vincristina, adriamicina, melfalán y prednisolona (CVAMP), y por 
último, sufre una recaída final. Mediante densitometría sobre SPE se aprecia que 
la proteína monoclonal está ausente en el momento de respuesta completa al trata-

Metabolismo y reciclaje de las inmunoglobulinas G a través 
de la unión específi ca con los receptores FcRn

FIGURA 10
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miento, para luego reaparecer en la recaída, en la respuesta parcial al tratamiento con 
CVAMP y en la recaída final. Se puede observar que durante todo ese período los va-
lores de IgG son normales, inferiores a 15 g/l, y también que la IFE es negativa cuan-
do el proteinograma es negativo. Durante la primera remisión, la ratio IgG- /IgG-  
(Hevylite®) es normal, pero recae de forma lenta y progresiva aunque la electrofore-
sis se mantenga negativa hasta aproximadamente el día 700 del seguimiento. Por otro 
lado, durante la segunda quimioterapia no se observan cambios en la ratio Hevylite®, 
lo que indica que la tasa de eliminación de las células tumorales era la misma que la 
de las células plasmáticas de fondo (background) y que, por lo tanto, no se logró una 
eliminación selectiva del tumor. Sin embargo, tanto los valores de la densitometría como 
los de IgG sugerirían que sí había una buena respuesta cuando, en realidad, no se 
produjo tal respuesta a nivel de la medula ósea, hecho que se demostró por la conti-
nua recaída del paciente. Estos datos confirman que la ratio Hevylite® aporta infor-
mación adicional acerca de la supresión de la médula ósea por el tratamiento quimio-
terápico.

Hevylite®, nuevo factor pronóstico para el mieloma múltiple
Las Ig intactas no tienen valor pronóstico en pacientes con MM, por lo que su medi-
ción no está recomendada en las directrices internacionales. En este sentido, el Inter-

Monitorización del tratamiento de un paciente con mieloma múltiple 
tipo IgG-� mediante Hevylite®

FIGURA 11
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groupe Francophone du Myélome (IFM) ha demostrado que no se aprecian diferen-
cias en la progresión libre de enfermedad según la concentración de Ig30 (Figura 12). 
En cambio, según el mismo estudio, los pacientes con una ratio Hevylite® muy alterada 
tienen una peor progresión que los que presentan una ratio Hevylite® menos alterada, 
próxima a la normalidad, siendo ésta una diferencia significativa30 (Figura 13). Asimis-
mo, en la Figura 14 se aprecia que existe una correlación de la progresión libre de en-
fermedad sólo con las concentraciones de cadena pesada/cadena ligera (Hevylite®) no 
tumoral suprimidas. Este fenómeno evidencia que la diferencia en la progresión libre 
de enfermedad es independiente de la concentración de Ig intacta, pero, en cambio, 
sí es dependiente de la supresión de la Ig policlonal no tumoral. De hecho, los pacien-
tes tienen un peor pronóstico si presentan una mayor supresión. Lo que determina el 
resultado es la Ig de fondo, la supresión en el nicho de la medula ósea. El valor pro-
nóstico es específico del isotipo: se aplica a la IgG en pacientes con MM tipo IgG y a 
la IgA en pacientes con MM tipo IgA. En cambio, no se aplica a la Ig no isotipo (la su-
presión de IgA en los pacientes con MM tipo IgG no tiene valor pronóstico, ni tampo-
co lo tiene la supresión de IgG en los pacientes con MM tipo IgA). Por último, en el 
mismo estudio se evaluó el valor pronóstico de Hevylite® en comparación con otros 
marcadores pronóstico para el mieloma, como algunas alteraciones genéticas (Del_13, 
T4_14, Del_17p), la -2 microglobulina, la albúmina y las CLL en suero. En un análi-
sis univariable se encontraron varios factores pronósticos significativos, particularmen-
te la -2 microglobulina, pero en un análisis multivariable sólo dos factores mantuvie-
ron la significación: la -2 microglobulina (> 3,5 mg/l) y, muy en particular, los terciles 
de la ratio Hevylite®30.

Concentración de inmunoglobulinas monoclonales y supervivencia 
en 338 pacientes con mieloma múltiple30

FIGURA 12
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En conclusión, el ensayo de Hevylite® proporciona una cuantificación más precisa que 
la SPE y la IFE durante la monitorización del MM –en especial, en los casos y situacio-
nes en los que hay concentraciones de la Ig monoclonal bajas– y tiene el potencial de 
ser un factor pronóstico de mayor potencia que los marcadores actuales.

Evolución de la ratio Hevylite® en 338 pacientes con mieloma 
múltiple30

FIGURA 13
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DETERMINACIÓN DE CADENAS LIGERAS LIBRES EN SUERO (FREELITE®) 
EN EL DIAGNÓSTICO, EL PRONÓSTICO Y LA MONITORIZACIÓN 
DE LAS GAMMAPATÍAS MONOCLONALES
A pesar de que a día de hoy existen evidencias suficientes para recomendar el ensayo 
Freelite® en el cribado, el pronóstico y la monitorización de las gammapatías monoclo-
nales (GM)1-3, en el Servicio de Inmunología del Hospital Universitario Ramón y Cajal 
se han evaluado dos de las recomendaciones vigentes al respecto con el objeto de vali-
dar su utilidad en el seguimiento de nuestros pacientes. Por un lado, hemos evaluado 
el concepto de «remisión completa estricta», dado a conocer en 2006 por el Internatio-
nal Myeloma Working Group [IMWG])3 y todavía no validado. Por otro, hemos eva-
luado la utilidad del ensayo de cadenas ligeras libres (CLL) en suero para la estratifi-
cación de pacientes con GM de significado incierto (GMSI), una recomendación que 
estaba basada en un único estudio realizado en la Clínica Mayo en 20054. 

Validación del concepto de remisión completa estricta
En el año 2006, el IMWG incorporó una nueva categoría de respuesta al tratamiento 
que se calificó como «remisión completa estricta» (RCe). Esta respuesta exige, ade-
más de la negativización de la electroforesis de inmunofijación (IFE), la ausencia de 
células plasmáticas clonales en medula ósea y la normalización de la ratio CLL / 3. 
Por lo tanto, según la nueva propuesta, dicha ratio debería medirse en todos los pa-
cientes con mieloma múltiple (MM) que alcanzan una remisión completa con IFE 
negativa, a fin de definir si se ha alcanzado una mayor calidad de la respuesta. Cabe 
señalar, no obstante, que estos criterios no estaban formalmente validados y que en 
algunos estudios se ponía en duda la validez de esta nueva categoría de respuesta al 
tratamiento. Para estudiar este tema, nuestro Servicio de Inmunología del Hospital Ra-
món y Cajal, junto con el Servicio de Hematología, evaluó a un grupo de 16 pacien-

Determinación de cadenas ligeras libres en suero 
(Freelite®) en el diagnóstico, el pronóstico y 
la monitorización de las gammapatías monoclonales. 
Aplicaciones emergentes de Freelite® en pacientes 
con esclerosis múltiple

Luisa María Villar Guimerans
Facultativa Especialista, Área del Servicio de Inmunología, 
Hospital Universitario Ramón y Cajal, Madrid
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tes con MM (11 con MM tipo IgG y 5 con MM tipo IgA) que habían alcanzado una 
remisión completa con IFE negativa. El seguimiento de estos pacientes se efectuó 
durante 86 ± 44 meses (rango: 57-204). El 69% de ellos presentaron, al alcanzar la re-
misión completa, una ratio /  normalizada, cumpliendo los requisitos de la RCe, mien-
tras que en el 31% restante esta ratio estaba alterada. Más del 80% de los pacientes 
que habían alcanzado una RCe se mantuvieron libres de recaídas casi 18 años des-
pués de haber alcanzado la remisión completa, mientras que todos los pacientes que 
presentaban una ratio /  alterada tuvieron recaídas en un período de aproximada-
mente 10 años (Figura 1). De estos datos, deducimos que el criterio de RCe es muy 
útil para discriminar el riesgo de recaída en pacientes con MM que han alcanzado una 
remisión completa con IFE negativa. 

Validación del valor pronóstico de la determinación de cadenas ligeras 
libres en suero en pacientes con gammapatía monoclonal 
de significado incierto
El valor predictivo de la determinación de CLL en suero se extiende a la mayoría de 
las GM. Aunque la relación entre este parámetro y la patogenicidad todavía no esté cla-
ra, hay indicios de que los niveles elevados de CLL en suero podrían estar relacionados 
con translocaciones del locus IgH5 y con una carga tumoral elevada6,7. La GMSI es la 
GM más común, con una prevalencia del 3,2% en los individuos mayores de 50 años de 
edad. Alrededor del 1% de estos pacientes progresan cada año a alguna patología gra-
ve, como la amiloidosis (AL) o el MM8. Entre el 33 y el 44% de los pacientes con GMSI 
tienen valores de CLL en suero alterados en el momento del diagnóstico, habiéndo-
se demostrado que presentan un mayor riesgo de progresión a MM sintomático4. El 
modelo clásico de estratificación de riesgo para los pacientes con GMSI utilizaba como 

Papel de la ratio de cadenas ligeras libres �/� como predictor de 
recaídas en pacientes con mieloma múltiple en remisión completa

CLL: cadenas ligeras libres; IFE: electroforesis de inmunofijación; RR: riesgo relativo.
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parámetros la cantidad de proteína monoclonal (PM) en suero (hay mayor riesgo si la 
PM es > 1,5 g/dl) y el isotipo de la inmunoglobulina monoclonal (hay mayor riesgo si 
el isotipo es distinto de IgG)9. Cuando se incorporó a este algoritmo la ratio CLL / , 
se observó que el riesgo de progresión a MM a 20 años era del 5, el 21, el 37 y el 58%, 
respectivamente, según el paciente tuviera 0, 1, 2 o 3 factores de riesgo10 (Figura 2). 
Por otra parte, se ha establecido que la variación de la PM a lo largo del tiempo tam-
bién es un factor predictivo en las GMSI. Así, si bien en la mayoría de los casos los ni-
veles de PM se mantienen estables (no evolving), hay algunos pacientes que presentan 
un aumen to progresivo de los mismos a lo largo del tiempo (evolving)11,12 y en los que 
existe un mayor riesgo de progresión a MM. 

En el Hospital Ramón y Cajal nos propusimos validar el modelo de estratificación de 
riesgo en 67 pacientes que recibieron el diagnóstico de GMSI entre 1997 y 2005. El 
tiempo medio de seguimiento fue de 5,87 ± 2,06 años. En el momento del diagnóstico, 
58 pacientes presentaban una Ig monoclonal tipo IgG, 48 tenían una PM < 1,5 g/dl 
y 42 mostraban valores normales de la ratio /  (0,26-1,65). Durante el seguimiento, 
los pacientes fueron clasificados según los cambios en la PM en no evolving (n = 53) y 
evolving (n = 14); en estos últimos se constató un aumento progresivo de la PM, sobre 
todo a partir de los dos años posteriores a la fecha de su diagnóstico (Figura 3). Den-
tro de este grupo se encontraban los dos pacientes que progresaron a MM durante el 
seguimiento. Esto confirmó los hallazgos previos que asociaban el fenotipo evolving a 
un riesgo aumentado de conversión a MM11. Con el objeto de poder diferenciar a los 
pacientes evolving de los no evolving ya en el momento del diagnóstico, estudiamos en 

Modelo de estratifi cación de riesgo en pacientes con gammapatía 
monoclonal de signifi cado incierto

Los tres factores de riesgo incluidos son: 1) ratio CLL /  alterada (< 0,26 o > 1,65), 2) proteína 

monoclonal > 15 g/l y 3) GMSI no-IgG.

CLL: cadenas ligeras libres; GMSI: gammapatía monoclonal de significado incierto.
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ambos grupos los factores de riesgo recomendados en el consenso del IMWG para el 
manejo de pacientes con GM asintomáticas2,4. En relación con el isotipo de la Ig mo-
noclonal (IgG frente a no IgG), se observó que, en el grupo de los pacientes evolving, 
el doble de los sujetos presentaban una Ig monoclonal diferente de la IgG, aunque el 
resultado no tuvo la suficiente potencia estadística para considerarlo significativo. Sin 
embargo, en relación con los otros factores de riesgo, se constató que en el grupo evol-
ving había una mayor proporción, estadísticamente significativa, tanto de pacientes 
con PM > 1,5 g/dl como de pacientes con una ratio CLL /  alterada (Figura 4). Es-
tos resultados corroboran que, en los pacientes con GMSI, los niveles elevados de PM 
(> 1,5 g/dl) y la ratio CLL /  alterada (rango normal: 0,26-1,65) se asocian a una ma-
yor probabilidad de conversión a MM y son marcadores independientes de mal pro-
nóstico.

APLICACIONES EMERGENTES DEL ENSAYO DE CLL EN SUERO FREELITE® 
EN LA ESCLEROSIS MÚLTIPLE: VALOR DEL «ÍNDICE �» EN LA PREDICCIÓN 
DE CONVERSIÓN DE SÍNDROMES CLÍNICAMENTE AISLADOS A ESCLEROSIS 
MÚLTIPLE
La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad desmielinizante del sistema nervioso 
central y constituye, después de los accidentes de tráfico, la causa más importante de 
discapacidad en adultos jóvenes. Se caracteriza por cursar con inflamación, desmielini-
zación y daño axonal. En la mayoría de los casos se presenta como un síndrome neu-
rológico clínicamente aislado, aunque conviene tener en cuenta que muchos pacientes 
presentan síndromes de este tipo que son autolimitados y, por consiguiente, no acaban 
desarrollando la enfermedad13. Por esta razón, es muy importante encontrar biomarca-
dores que puedan predecir la conversión a EM, especialmente si se tiene en cuenta que 

Pacientes con GMSI con fenotipo evolving y no evolving

Dos pacientes progresaron a mieloma durante el seguimiento (5,65 y 6,5 años). Ambos mostraron 

aumento progresivo de la paraproteína en los años anteriores a la progresión.
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los pacientes en esta situación pueden recibir un tratamiento que no sólo retrase tal con-
versión, sino también que, una vez que la enfermedad está establecida, mejore su evo-
lución. Además, se ha demostrado que el retraso en el inicio del tratamiento nunca se 
recupera y que estos pacientes, aunque sean tratados posteriormente, siempre evolu-
cionarán claramente peor14,15.

Actualmente, las bandas oligoclonales (BOC) constituyen el mejor biomarcador para 
predecir la conversión a EM. Se han definido cuatro «patrones clásicos de BOC» para las 
IgG: 1) patrón policlonal, 2) patrón en espejo, 3) patrón «más que» y 4) patrón posi-
tivo (Figura 5). Sin embargo, cuando no se utilizan técnicas de alta sensibilidad, puede 
resultar difícil identificar con certeza el patrón «más que», lo que hace que en algu-
nos casos haya resultados dispares respecto al valor pronóstico de esta técnica. De allí 
que sea tan importante encontrar otros marcadores que se asocien a la síntesis intra-
tecal de IgG y cuya detección se pueda automatizar, de modo que se facilite su hallaz-
go en laboratorios asistenciales que no tengan una gran experiencia con este tipo de 
técnicas. 

Pacientes evolving y no evolving en nuestro estudio, según los tres 
criterios recomendados por el International Myeloma Working Group

FIGURA 4
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Dado que las cadenas ligeras se secretan en paralelo con la Ig completa, se ha valo-
rado su utilidad como marcadores de diagnóstico temprano de la EM. Con tal obje-
tivo, en el Hospital Ramón y Cajal se estudió de forma prospectiva a 112 pacientes 
con un diagnóstico de síndrome neurológico aislado. Se midieron los niveles de CLL, 
de albúmina y de IgG en suero y en líquido cefalorraquídeo (LCR) mediante nefe-
lometría y se calcularon los índices de IgG-  y de IgG- , que se utilizan para determi-
nar la síntesis intratecal de una determinada Ig. Estos índices se calculan en función 
del cociente entre la inmunoglobulina en LCR y en suero, que se corrige dividiéndo-
lo por el cociente entre la albumina en LCR y en suero, como se expone en la siguien-
te fórmula:

Índice X = X en LCR:X en suero / albúmina en LCR:albúmina en suero

Este cálculo permite discriminar la Ig que se produce intratecalmente de la que se 
debe al daño de la barrera hematoencefálica. Los valores normales de los índices de 
CLL se calcularon en 20 pacientes con cefaleas no específicas y se consideraron como 
normales aquellos que presentaban un índice de CLL-  («índice ») < 9 (media + 2,6 
desviaciones estándar [DE]) (Figura 6). Se estudió la presencia de BOC de IgG por 
nefelometría e inmunodetección. Los pacientes fueron seguidos durante un tiempo 
medio de 30,4 ± 2,6 meses. Los resultados se analizaron mediante las pruebas de Ka-
plan-Meier y U de Mann-Whitney (Tabla 1). Durante el seguimiento, 38 pacientes 
tuvieron una conversión a EM. En cuanto al resto de los pacientes, que no tuvieron 
conversión a EM, 38 presentaban BOC de IgG positivas y por lo menos dos lesiones 
en T2 en la resonancia magnética –lo cual, según se ha descrito, implica una alta pro-
babilidad de conversión a EM16–, mientras que otros 36 tenían BOC negativas y, por 

Patrones de bandas oligoclonales de las inmunoglobulinas G

A: patrón policlonal; 

B: patrón en espejo (suero 

y LCR) con presencia 

de bandas oligoclonales; 

C: patrón «más que», con 

bandas en suero y bandas 

adicionales en LCR; D: patrón 

positivo, con patrón 

policlonal en suero y 

presencia de bandas en LCR.

LCR: líquido céfalorraquídeo.
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lo tanto, una muy baja probabilidad de progresión a EM17. Los dos primeros grupos 
presentaron un índice  considerablemente más alto (p < 0,0001) en comparación 
con el grupo con BOC negativas, en el que los valores de este índice fueron similares 
a los del grupo control. Estos resultados demuestran que el índice   es una herramien-
ta útil para predecir la conversión de síndrome neurológico aislado a EM (Figuras 7 
y 8). Finalmente, se estudió la concordancia entre las BOC de IgG y el índice , ha-
llándose una alta concordancia (92,72%) entre presencia de BOC de IgG e índices  
elevados, mientras que la concordancia entre presencia de BOC e índices de IgG ele-

«Índice �» en 20 pacientes con cefalea no específi ca

FIGURA 6
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Índice de IgG 1,01 ± 0,1 0,51 ± 0,02 < 0,0001

Ig: Inmunoglobulina; NS: sin significación estadística; RM: resonancia magnética. 

TABLA 1
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Concordancia de los índices cualitativos y cuantitativos

Parámetro BOC positivas
(n = 73)

BOC negativas 
(n = 37)

Concordancia 
(%)

«Índice » (+/–) 72/1 6/31 92,72

Índice IgG (+/–) 45/28 1/36 41,82

BOC: bandas oligoclonales.

TABLA 2

Asociación entre el «índice �» y la evolución a esclerosis múltiple 
en pacientes con síndromes neurológicos aislados

FIGURA 7
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vados fue mucho menor (41,82%). Estos datos muestran que el índice  puede ser un 
biomarcador útil para predecir la conversión de los pacientes con síndromes neuro-
lógicos aislados a EM (Tabla 2).
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Las gammapatías monoclonales (GM) constituyen un grupo muy heterogéneo de en-
fermedades cuyo diagnóstico en muchos casos conlleva gran dificultad, por lo que cual-
quier avance en este terreno es bienvenido. En los últimos años ha aparecido un nuevo 
grupo de técnicas para el estudio de las inmunoglobulinas (Ig) basadas en la nefelome-
tría/turbidimetría y que son relativamente simples. Con el apoyo de la evidencia exis-
tente, un panel de expertos del International Myeloma Working Group (IMWG) ha esta-
blecido una guía de consenso que define el papel del estudio de las cadenas ligeras 
libres (CLL) en suero en el diagnóstico, el pronóstico y el seguimiento de las GM1. 

Según este consenso, en el protocolo de cribado de las GM se debe incluir, junto a la elec-
troforesis de proteínas en suero (SPE), el estudio de las CLL en suero (Figura 1). Con 
este cambio, el estudio de la proteinuria de Bence Jones en este primer paso del cribado 
se hace casi innecesario, si bien, una vez detectadas las proteínas monoclonales en suero, 
las guías recomiendan la realización de una electroforesis de proteínas y de una electrofo-
resis de inmunofijación (IFE) en orina de 24 horas. En pacientes con amiloidosis (AL), 
si todas las pruebas séricas son negativas, se debe realizar una IFE en orina de 24 horas. 

Además, el estudio de las CLL en suero aporta su valor pronóstico en las GM asintomá-
ticas, en el mieloma múltiple (MM) y en la AL. Finalmente, sobre la base de un nivel 
de evidencia más bajo, se considera que la normalización del valor de las CLL en suero 
tras el tratamiento del MM constituye un parámetro indispensable de la recientemen-
te definida «remisión completa estricta» (RCe)2 y, por lo tanto, tiene una importancia 
pronóstica.

Más recientemente, se ha desarrollado una nueva prueba para el estudio de los pares 
específicos de cadena pesada/cadena ligera (HLC) de Ig (Hevylite®), que permite iden-
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tificar y cuantificar el par específico de cadena pesada unido a su correspondiente ca-
dena ligera (IgX- /IgX- ). Como se refiere en los capítulos precedentes, esta nueva prue-
ba es más específica que las tradicionales y también puede tener un valor pronóstico, ya 
que permite una mejor identificación de los enfermos que probablemente tendrán una 
buena respuesta al tratamiento. Hemos incluido el estudio de los pares específicos de 
HLC y la ratio HLC en el apartado de valor pronóstico y monitorización del protocolo 
de cribado de las GM, aunque cabe señalar que este cambio está pendiente de ser con-
sensuado por los grupos de trabajo internacionales, como el IMWG3 y el National Com-
prehensive Cancer Network (NCCN)4 de EEUU (Figura 1).
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