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Hemocyanins as immunostimulants

Hemocyanins, the giant oxygen transporter glycoproteins of diverse mollusks, are
xenogenic to the mammalian immune system and they display a remarkable immuno-
genicity. Therefore they are ideal non-specific immunostimulants to treat some types of
cancer. They are used as an alternative therapy for superficial urinary bladder cancer
(SBC), that has been traditionally treated with Bacillus Calmette-Guérin (BCG).
In contrast to BCG, hemocyanins do not cause side-effects, making them ideal for
long-term repetitive treatments. Hemocyanins have also been exploited as carriers
to develop antibodies against hapten molecules and peptides, as carrier-adjuvants
for cutting-edge vaccines against cancer, drug addiction, and infectious diseases and
in the diagnosis of parasitic diseases, such as Schistosomiasis. The hemocyanin from
Megathura crenulata, also known as keyhole limpet hemocyanin (KLH), has been
used for over thirty years for the purposes described above. More recently, hemoc-
yanin from the Chilean mollusk Concholepas concholepas (CCH) has proved to be
a reliable alternative to KLH, either as carrier protein, and as a likely alternative
for the immunotherapy of SBC. Despite KLH and CCH differ significantly in their
origin and structure, we have demonstrated that both hemocyanins stimulate the
immune system of mammals in a similar way by inducing a potent Thl-polarized
cellular and humoral response.

(Rev Med Chile 2011; 139: 236-246).
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transportan oxigeno en algunos moluscos

y artrépodos, fijindolo mediante un grupo
prostético que contiene cobre, cuyo estado oxidado
les otorga su color azul'. Al ser inoculadas en mami-
feros, las hemocianinas de moluscos inducen una
poderosa respuesta inmunoldgica, efecto atribuido
a su origen filogenético lejano, enorme tamano
(4 a 8 MDa), residuos oligosacaridos y estructura
cuaternaria con multiples epitopos repetidos.

Las propiedades inmunoestimulantes de las
hemocianinas las han convertido en herramientas
de ingente uso en biomedicina®. Se utilizan como
proteinas transportadoras (carrier) para producir
anticuerpos contra haptenos y péptidos, aplicacién

l as hemocianinas son glicoproteinas que
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creciente en la formulacién de vacunas experimen-
tales contra patégenos y canceres™. Ademds, por
si solas se emplean como inmunoestimulantes no
especificos en la terapia del carcinoma superficial de
vejiga (CSV) como alternativa al Bacillus Calmette-
Guerin (BCG)’y en vacunas de células dendriticas®.
La hemocianina de la lapa californiana (Megathura
crenulata) conocida como KLH, por su nombre en
inglés keyhole limpet ha sido utilizada por mds de
30 anos con tales propdsitos. Su demanda crecien-
te ha afectado su biodisponibilidad, llevando a la
buisqueda de nuevas proteinas inmunoestimulantes.

Nuestro grupo descubrié que la hemocianina
del molusco loco (Concholepas concholepas) deno-
minada CCH, tiene propiedades inmunolégicas
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comparables a KLH"?, siendo una buena alterna-
tiva como proteina transportadora’, en vacunas
experimentales' y en el tratamiento del CSV'.
Aun cuando CCH y KLH difieren en su origen y
estructura, el hecho que ambas proteinas induzcan
similares respuestas inmunoestimulantes, sugiere
que poseen un patrén conservado que serfa reco-
nocido por el sistema inmune, estimulando un

mecanismo inmunogénico ancestral presente en
los mamiferos.

Estructura de las hemocianinas de moluscos

Por su enorme tamafio, la estructura de las
hemocianinas ha sido estudiada por microscopia
electrénica de transmision (Figura 1). Si bien am-

A.
B. Didecadmero Decamero Subunidad Unidad
Funcional
@
C. Subunidades Decamero Didecamero
- '
> A i Ei KLH
J 0 Homodecameras Homodidecdmeraos
=
> %0 - P\
Heterodecdmeros Heterodidecameros

Figura 1. Organizacién general de las hemocianinas de moluscos gastropodos. A. Microfotografia de hemocianina de C.
concholepas con tincién negativa mostrando su forma de cilindro hueco (3254 y 3924, didmetro externo y altura, respecti-
vamente). Los circulos y rectangulos corresponden a vistas de la proteina desde arriba y laterales, respectivamente. Se sefala
un didecamero (flecha larga) y un decamero (flecha corta). B. Esquema de la estructura habitual de oligomero con forma de
cilindro hueco de las hemocianinas de moluscos. En gastrépodos, como CCH y KLH, los decdmeros [Jque corresponden a la
estructura basica, formada por la asociacion no covalente de 10 subunidades- se asocian de a pares formando didecdmeros.
Cada subunidad a su vez, esta constituida por 8 dominios globulares, unidos entre si por un péptido espaciador constituido
por 10 a 15 residuos de aminoacidos, de manera similar a un collar de perlas; cada uno de estos dominios posee un par de
&tomos de cobre a los cuales se une en forma reversible una molécula de oxigeno, razén por la cual se les denomina unidades
funcionales. C. Esquema comparativo de la organizacion de los dos tipos de subunidades en KLH y CCH, mostrando que a nivel
del decdmero, KLH es homodecémerica, es decir, que el oligbmero estd compuesto por 10 subunidades iguales, y a nivel del
didecdmero, es homodidecamérica. En contraste, en CCH ambas estructuras tienen entremezcladas las dos subunidades (de
una manera no dilucidada aun) constituyendo heterodecameros y consecuentemente, heterodidecdmeros.

Rev Med Chile 2011; 139: 236-246 237



ARTICULO DE REVISION

Hemocianinas, herramienta inmunolégica en biomedicina - M. Del Campo et al

bas proteinas presentan dos tipos de subunidades,
en KLH constituyen homodecdmeros que se aso-
cian en pares formando homodidecameros, cuya
estabilidad depende del Ca™ y Mg*? en su medio
de mantenciéon'?. En cambio, en CCH, las subuni-
dades estan entremezcladas y se organizan como
heterodecameros que a su vez conforman hetero-
didecameros, sin la necesidad de iones divalentes,
lo cual le confiere mayor estabilidad comparativa
frente a KLH*" (Tabla 1). Sin embargo, KLH y
CCH son igualmente inmunogénicas, propiedad
que atribuimos a secuencias compartidas en su
estructura primaria.

Dadas las proyecciones terapéuticas de estas
enormes proteinas, se han iniciado estudios so-
bre su sintesis'* y el clonamiento de sus genes®.
En el futuro, se podria producir algin dominio
recombinante, no sélo de interés inmunoldgico.
Al respecto, se ha caracterizado un fragmento de
la hemocianina de caracol marino (Rapana tho-
masiana) (RtH) que presenta actividad antimicro-
biana, propiciando su utilizacién como potencial
antibiético’, mientras que un fragmento de la
hemocianina de camarén (Paneus vannamei) ha
mostrado poseer actividad antifingica'.

Mecanismos de inmunoestimulacion

Desde la década de 1960-69, KLH se ha uti-
lizado como antigeno modelo para estudiar las
respuestas timo-dependientes mediadas por lin-
focitos T CD4*, caracterizadas por la presencia de
IgM en la respuesta primaria e IgG en la secunda-
ria, ademas de linfocitos de memoria. No obstante,
se sabe poco sobre los mecanismos involucrados
en su poderosa inmunogenicidad. Considerando
que el inicio de una respuesta inmune requiere de
seiales de peligro o inflamacién'’, surge la inte-
rrogante de cudles caracteristicas estructurales de
KLH y CCH per se cuamplen esta funcién.

El efecto antitumoral de las hemocianinas en
CSV requiere de una sensibilizacién previa con la
proteina, para direccionar asi la respuesta inmune
hacia la secrecion de citoquinas del tipo Th1 (IL2,
IL12, INFy y TNFa) que activan la citotoxicidad
mediada por células'®. En este mecanismo, las cé-
lulas dendriticas juegan un rol clave, procesando
el antigeno para presentarlo a linfocitos T CD4+
y, de esta forma, inducir dicha polarizacién de la
respuesta'®. Curiosamente, aunque se ha publi-
cado que KLH induce la maduracién de células
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dendriticas humanas cultivadas in vitro®, estos
resultados son controvertidos**. Tampoco hay
evidencia suficiente usando modelos murinos que
permitan comprender cémo KLH y CCH inician
la respuesta inmune y las células involucradas.
Propusimos que los azdcares podrian participar®.
De hecho, algunos autores atribuyen las propieda-
des antitumorales de KLH a sus oligosacaridos?.
Por otra parte, si bien rasgos como el tamafio y la
estructura cuaternaria han sido invocados para
explicar la inmunogenicidad de estas proteinas,
el hecho que las subunidades aisladas de CCH* y
de RtH* también sean inmunogénicas per se, los
descartan, sustentando que la adyuvancia intrin-
seca de las hemocianinas reside mayoritariamente
en su xenogenicidad.

Se ha propuesto que la inmunogenicidad de las
hemocianinas podria relacionarse con la existencia
de linfocitos B de memoria, generados por una
estimulacién previa con xenoantigenos simila-
res®. Asi, los anticuerpos preformados facilitarian
su incorporacién y procesamiento por células
presentadoras de antigeno. Al respecto, células
dendriticas derivadas de monocitos de pacientes
con melanoma, previamente sometidos a terapia
con una vacuna de células dendriticas que contenia
KLH, fueron capaces de inducir la proliferacién in
vitro de linfocitos T KLH especificos, encontran-
dose que la internalizacién in vitro de KLH por
las células dendriticas dependia de la presencia del
suero de los pacientes en el medio de cultivo. Al
bloquear los receptores FcgRII, se inhibi6 la inter-
nalizacion y presentacion de KLH, concluyéndose
que esta proteina ingresa en células dendriticas via
receptores FcgRII que unen el fragmento Fc de los
anticuerpos anti-KLH, los cuales jugarfan un rol
en el inicio de la respuesta inmunoestimulante
por KLH®. Consecuentemente, si bien la hemo-
cianina no estarfa activando a células dendriticas
de manera innata, no se puede descartar que otras
células presentadoras de antigeno participen en
dicha funcién.

Aplicaciones biomédicas

Las hemocianinas son usadas como transpor-
tadoras (“carrier”) para producir anticuerpos y
como carrier-adyuvante en vacunas experimen-
tales terapéuticas para cancer. Entre sus ventajas,
ademads de su costo razonable y la ausencia de efec-
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Propiedades

Taxondmicas

Fisicoquimicas

Purificacién

Estructura

Bioquimicas

Biosintesis

Tabla 1. Comparacion del origen filogenético, propiedades estructurales,

bioquimicas y lugar de sintesis de CCH y KLH

Parametro

Phylum, Clase
Orden

Familia

Procedimiento

Forma molécula
Tamafio molécula
Masa molecular relativa

Organizacion a nivel del
decamero!

Organizacion a nivel del
didecdmero?

Subunidades
Tamario subunidad (kDa)
FUs® por subunidad

Relacion epitdpica entre
FUs

Estabilidad de estructura
cuaternaria

Cobre (%p/p)
Carbohidratos (%p/p)
Punto isoeléctrico

Amino terminal *

Lugar involucrado

Tipo celular

KLH
Hemocianina Keyhole
limpet (M. crenulata)

Mollusca, Gastropoda
Archaeogastropoda

Fissurellidae

Precipitacién hemolinfa y
centrifugacion

Cilindro hueco
300 A @y 400 A largo
~ 8MDa

Homogéneo, un solo tipo
de subunidad

Homodidecdmero

KLHT y KLH2
KLH1 390 y KLH2 360
8 FUs cada una

No comparten epitopos
entre sf

Inestable, requiere Ca*?
y Mg+2

0,23
3,2
57

KLH1 AGNLVRKSVEHLTQE
KLH2 VDTVVRKNVDSL

No identificado

Rogocitos del tejido co-
nectivo (no demostrado)

CCH

Hemocianina de Loco

(C. concholepas)

Mollusca, Gastropoda
Neogastropoda

Muricidae

Precipitacion hemolinfa y
centrifugacion

Cilindro hueco
325A @'y 392A largo
~ 8MDa

Heterogéneo, dos tipos
subunidades

Heterodidecamero

CCHA 'y CCHB
CCHA 404 y CCHB 351
8 FUs cada una

Comparten epitopos
entre sf

Estable, no requiere Ca*?
y Mg+2

0,23
3,1
6,0

CCHA LMRKDVDTLTD
CCHB LXRKNVD

Hepatopancreas

Region acinar

Referencias

2,8
2,8
2,8

12,23
12,23
7,12,23

7,12,23

8,12,13

2,23

2,8

2,14

2,14

123Para una mejor comprension véase la Figura 1. “Se subrayada en cada subunidad la secuencia motif amino terminal de las
hemocianinas de moluscos.

Rev Med Chile 2011; 139: 236-246
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tos secundarios, estd que direccionan la respuesta
inmune hacia respuestas tipo Th1 a diferencia de
otros adyuvantes, como por ejemplo la alumina
que lo hace hacia respuestas tipo Th22%.

Proteinas carrier para producir anticuerpos
contra péptidos y haptenos

Las hemocianinas se han utilizado en la
produccién de un sinfin de anticuerpos contra
pequenas moléculas de interés diagnoéstico, inclu-
yendo hormonas, drogas, antibidticos, y toxinas,
que son acopladas quimicamente. Asi, animales
inmunizados producen anticuerpos contra la
hemocianina y contra la sustancia transportada,
los cuales posteriormente se purifican y aplican
en diversos ensayos basados en las reacciones
antigeno-anticuerpo?.

Vacunas para patégenos

Péptidos inmunogénicos de patgenos aco-
plados a KLH han sido probados en el desarrollo
de vacunas contra hongos, como Cryptococcus
neoformans, causante de meningitis en enfermos
con VIH?, contra bacterias como Pseudomonas
aeruginosa® y contra virus como virus papiloma®,
influenza’® y VIH, en este dltimo caso, enfocadas
a desarrollar anticuerpos neutralizantes contra
péptidos conservados entre distintas cepas®, o
para prevenir la transmision del virus a través del
calostro materno®. Cabe sefialar que la inmunoes-
timulacién crénica generada por KLH acelera la
progresion del VIH*, descartandola como terapia,
no asi como vacuna preventiva.

Vacunas antitumorales

Las vacunas antitumorales han surgido como
una alternativa a las terapias antiproliferativas de
quimio o radioterapia, solas o combinadas con
ellas, y se caracterizan por potenciar la inmuni-
dad frente al tumor, es decir, estan disefiadas con
fines terapéuticos a diferencia de las vacunas pro-
filicticas. Se centran en la busqueda de epitopos
especificos en las células tumorales, generando
anticuerpos contra ellos y asi activar, a su vez, el
complemento o una respuesta citotéxica media-
da por inmunoglobulinas (Ig), evitindose asi la
formacion de micrometastasis. Estos epitopos se
conocen como antigenos asociados a tumores®, los
cuales generalmente son ramificaciones aberrantes
de polisacdridos localizados en la superficie celular,
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tales como los glicolipidos Globo H y Lewis Y,
GM2, GD2, GD3 vy fucosyl-GM1; y las glicopro-
teinas MUC-1, Tn, sialyl Tn y TF?¢. El objetivo de
estas vacunas es transformar los antigenos tumo-
rales en inmundgenos lo suficientemente potentes
como para lograr desencadenar una respuesta
inmune contra ellos. Aqui, las hemocianinas
juegan un papel fundamental, utilizindose como
proteinas carrier de dichos antigenos*. En el caso
de los linfomas no Hodgkin, se usan las regiones
variables de las inmunoglobulinas presentes en
los clones oncogénicos de linfocitos B, vacunas
conocidas como antiidiotipicas, que son dirigidas
al paciente”.

Las hemocianinas, ademds, se utilizan como
agentes inmunomoduladores en las vacunas de
células dendriticas, en las cuales, células presen-
tadoras autélogas “se cargan” con el antigeno
tumoral en presencia de KLH, ya sea con un lisado
tumoral, antigeno recombinante o transfectando
dichas células con ARN tumoral®. En estos casos,
la respuesta del paciente se mide mediante una
reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH)
contra KLH o el extracto tumoral®. De manera
andloga, se han obtenido resultados promisorios
con CCH en pacientes con cancer de prostata
(Reyes D et al. Phase I/1I Trial with dendritic cells
loaded with an allogeneic prostate cancer-lysate
in hormone-refractory prostate cancer patients:
preliminary results. 9th LatinAmerican Congress
of Immunology, 2009).

A continuacién se revisan algunos ensayos
clinicos de vacunas que llevan hemocianina,
aprobadas por los Institutos Nacionales de Salud
de los Estados Unidos de Norteamérica (NIH,
USA) (Tabla 2).

Melanomas, sarcomas y neuroblastomas. Las
vacunas estdn conformadas por los gangliésidos
GM2, GD2 y GD3 conjugados con KLH y llevan
el adyuvante natural saponina, proveniente de
Quillaja saponaria Molina, denominado QS21%.
Estas vacunas generan altos titulos de IgM e IgG
en pacientes con melanoma, en comparacion a
vacunas que usan GM2 y como adyuvante BCG.
Si bien en un comienzo se postulé que la inmu-
noterapia contra GM2 era efectiva en reducir el
riesgo de recaidas en pacientes post operados con
melanoma en etapa III (basado en un estudio con
52 pacientes, en que el 88% desarroll6 anticuerpos
IgM anti-GM2 y el 71% IgG)* posteriormente,

Rev Med Chile 2011; 139: 236-246
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Tabla 2. Algunas vacunas terapéuticas antitumorales evaluadas en ensayos clinicos que contienen el
antigeno tumoral acoplado a hemocianina

Cancer Vacuna
Melanoma ~ GM2-KLH
GD2L-KLH o GD3L-KLH
Prostata TFc-KLH
MUC-2-KLH o Globo H-KLH
Hexavalente: Globo H-KLH, GM2-KLH, Lewis Y-
KLH, MUC1-32 mer-KLH, TF(c)-KLH y Tn(c)- KLH
Mama STn-KLH
STn-KLH (Ciclofosfamida)
Ovario Heptavalente: GM2-KLH, Globo-H-KLH, Lewis
Y-KLH, Tn(c)-KLH, STn(c)-KLH, TF(c)-KLH, y Tn-
MUC1-KLH
Pulmén Fucosil-GM1-KLH

un estudio clinico Fase III en 1.314 pacientes
con melanoma en estado II, concluyé que dicha
vacuna era ineficiente*?. Citamos este caso porque
estudios clinicos tempranos exitosos no siempre
se corroboran en estudios clinicos posteriores que
involucran un mayor nimero de pacientes.

Los gangliésidos GD2-Lactonay GD3-Lactona,
se usan también como blancos terapéuticos, por-
que generan en los pacientes titulos de IgM e IgG
mayores que para GM2. Basados en estos resul-
tados, se encuentra en desarrollo un estudio Fase
IT de una vacuna bivalente que contiene ambos
antigenos conjugados a KLH, ya sea con QS-DG
una saponina sintética o un carbohidrato deno-
minado OPT-821 como adyuvantes®.

Respecto a las vacunas con células dendriticas,
el primer estudio clinico reportado incluy6 16
pacientes con melanoma avanzado que fueron
tratados con dendriticas cargadas con un lisado
tumoral o una mezcla de péptidos de melanoma
en presencia de KLH, factor estimulante de co-
lonias de monocitos y granulocitos (GM-CSF)
e IL4 como inmunomoduladores. Los pacientes
toleraron la vacuna y no desarrollaron autoin-
munidad: 11 mostraron respuesta DTH positiva
contra los péptidos y 5 mostraron regresién de las
metdstasis*. Actualmente, otros antigenos como
MART-1/MelanA, Tirosinasa, MAGE-3 y gp100
han sido cargados en células dendriticas CD34"*
y evaluados en un ensayo clinico Fase I. Sus pro-
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Adyuvante Fase clinica Referencias
Qs21 Il (Suspendido) 42
QSDG, OPT-821 Il (En desarrollo) 43
QS21 | (Concluido) 48
QS21, GPI-0100 Il (Concluido) 49
QS21 Il (Concluido) 50
Qs21 Il (Concluido) 52
DETOX-B Il (En desarrollo) 53
OPT-821 Il (En desarrollo) 54
Qs21 | (Concluido) 55

misorios resultados han justificado el disefio de
estudios Fase II y III*>. En Chile, utilizando KLH
y un lisado tumoral denominado TRIMEL, se han
obtenido resultados prometedores ya que mas de
60% de los pacientes DTH positivos muestran un
aumento de la mediana de sobrevida de 33 meses,
frente a 11 meses en los DTH negativos®.

Cdncer de préstata: Numerosos antigenos tu-
morales acoplados a KLH han sido probados en
vacunas monovalentes, bivalentes o polivalentes.
Para el antigeno Thomsen-Friedenreich (TF),
se realiz6 un ensayo clinico en 20 pacientes con
cancer prostatico controlado quirtrgica o radio-
l6gicamente, que fueron vacunados 5 veces con
distintas dosis. El titulo mds alto de IgM se logré
con la dosis mds baja, de 1 mg de TF-KLH en la
séptima semana*®. Con los antigenos MUC-2-
KLH y Globo H-KLH se han obtenido resultados
similares. En ambos casos, las vacunas contenian
QS-21 o GPI-0100 como adyuvante y no hubo
diferencias®. Otro ensayo clinico Fase II con 30
pacientes, utiliz6 la vacuna hexavalente llevando
los antigenos Globo H, GM2, Lewis Y, MUC1-32
mer, TF(c) y Tn(c), conjugados a KLH y llevando
QS21; sus resultados plantearon la controversia de
cudl estrategia es mejor, si vacunas mono o poliva-
lentes, ya que si bien con las primeras se alcanzaron
titulos mds altos de anticuerpos, las polivalentes
abarcan un mayor nimero de antigenos®.
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Cdncer de mama, ovario, trompas de Falopio y
peritoneal: Sialyl-Tn es uno de los antigenos tumo-
rales que se presenta mds frecuentemente en los
adenocarcinomas de mama, ovario, colon rectal,
estdbmago y pédncreas. Este antigeno, conjugado
con KLH, se ha denominado Theratope®'. El uso
previo de ciclofosfamida antes de aplicar Theratope
mejora tanto los titulos de anticuerpos anti-STn,
como la sobrevida de los pacientes: 26,5 meses
versus 9,2 meses de los pacientes control®’. En otra
aplicacidn, 27 pacientes con cdncer de mama de
alto riesgo, fueron tratados con STn-KLH y QS21,
lograndose en todos titulos de IgM e IgG significa-
tivos contra STn™*. Esta terapia estd en evaluacién
desde 1999, en un ensayo clinico Fase III con 900
pacientes con cancer de mama, desconociéndose
sus resultados a la fecha.

También se han utilizado vacunas polivalentes
formuladas con los antigenos GM2, Globo-H,
Lewis Y, Tn(c), STn(c), TF(c), y Tn-MUCI,
conjugados individualmente con KLH y adicio-
nando QS21 o OPT-821*. Pruebas clinicas en
11 pacientes con ciancer de ovario, de trompa de
Falopio o céncer peritoneal, recibieron la vacuna
heptavalente en 5 dosis cada 2 semanas, siendo
bien tolerada, sin indicios de inducir autoinmu-
nidad y con una respuesta de anticuerpos variable:
los siete antigenos generaron IgM en al menos un
paciente, en cambio IgG solo se obtuvo para Tn-
MUC-1. Ademds, 8 pacientes mostraron titulos
contra 3 de los antigenos presentes en la vacuna.
Alternativamente, se han sintetizado estos antige-
nos y se han acoplado en una molécula de KLH,
logrdandose mejores titulos en relacién a las vacu-
nas con antigenos acoplados individualmente®,
resultados que han derivado en diversos ensayos
clinicos en desarrollo.

Cdncer de pulmén: En la erradicacién de las
micrometastasis quimio-resistentes del cancer pul-
monar de células pequeiias (SCLC), se utiliza como
blanco terapéutico el gangliésido fucosyl-GMI.
En un estudio clinico de 11 pacientes con SCLC
inyectados con este antigeno sintético acoplado
a KLH, 8 de ellos mostraron titulos IgM (1:80)
contra fucosyl-GM1 y sélo un paciente desarroll6
IgG con un titulo similar, resultados que llevaron
a un estudio Fase II*°.

Linfomas y mielomas: La estrategia de usar
como antigenos tumorales la regién variable de
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la Ig en los linfomas no Hodgkin surgié en la
década de 1970, pero sélo se lograron éptimas
inmunizaciones con los idiotipos (ID) en la década
siguiente, al ser conjugados con KLH*. Su efecto
se potenci6 al incorporar GM-CSF, porque facilita
la induccidén de células T CD8*, presumiblemente
reclutando células dendriticas en la zona de vacu-
naciéon®. El primer estudio clinico Fase I se realizé
en pacientes con linfoma folicular tratados con
quimioterapia, que fueron inmunizados con la
inmunoglobulina autéloga del tumor conjugada
con KLH: 41% gener6 anticuerpos anti-ID y 17%
mostré respuesta proliferativa celular®®. Luego, en
estudios clinicos Fase II, utilizando GM-CSF en
pacientes tratados con un régimen de quimiote-
rapia uniforme, mostraron 75% de respuesta de
anticuerpos y 95% de activacion de células CD4*y
CD8**. Estos alentadores resultados permitieron
iniciar ensayos clinicos Fase III para establecer,
definitivamente, los beneficios clinicos inducidos
por las vacunas antiidiotipicas®.

Vacunas contra drogas de abuso

Se encuentran en desarrollo vacunas para fre-
nar la reincidencia de los adictos a drogas de abuso.
Consisten en generar anticuerpos que disminuyan
la concentracién libre sanguinea de la droga y su
efecto a nivel del sistema nervioso central, al im-
pedir que traspasen la barrera hematoencefilica.
Los estudios preclinicos usando KLH como carrier
de estas drogas son auspiciosos®, no obstante, la
unica evidencia clinica con este propésito utilizé
como carrier de cocaina la subunidad-B de la
toxina colérica, con buenos resultados®.

Inmunoestimulante no especifico en la terapia
del carcinoma superficial de vejiga

Los inmunoestimulantes no especificos pueden
modular la respuesta inmune actuando como
eficaces agentes antitumorales. Es el caso de la
terapia del CSV mediante instilacién de BCG por
la uretra, luego de eliminar quirdrgicamente el
tumor, un tratamiento eficiente pero con efectos
secundarios adversos®. Olsson et al®, evaluando
el estado inmunoldgico de pacientes con CSV,
encontraron una disminucién significativa en la
recurrencia del tumor en los sujetos que recibieron
subcutdneamente KLH, abriendo la puerta para
usarla, por si sola, como inmunoestimulante no
especifico para tratar dicho cdncer. Jurincic et at®,
compararon KLH con mitomicina C en 44 pacien-
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tes y encontraron que KLH fue mds eficiente en
prevenir la recurrencia del tumor. Posteriormente,
Flamm et al®® comunicaron que la terapia con
KLH no mostraba diferencias frente a la terapia
con etoglicidos. Por otro lado, Wishahi et al®
confirmaron la efectividad de KLH en pacientes
diagnosticados con CSV asociado a esquistoso-
miasis. Este conjunto de resultados sustentaron
que la inmunoterapia con KLH es eficaz para
esta patologia y sin efectos secundarios adversos’.
Recientemente se demostr6 por primera vez que
una hemocianina diferente como es CCH, tiene
similares efectos que KLH: ratones previamente
sensibilizados con CCH y desafiados con células
tumorales de vejiga muestran una poderosa res-
puesta de tipo Thl, esto es, se activan las células
asesinas naturales (Natural Killer) con un conco-
mitante aumento del IFNy circulante!’.

Otros usos biomédicos

Las hemocianinas se han utilizado como tra-
zadores inmunoldgicos en test de inmunocom-
petencia®, desarrolldndose protocolos especiales
para diferentes situaciones clinicas tales como
depresion psicologica®®, DTH en pacientes qui-
rurgicos®, en respuestas post trauma cardiaco
en adultos mayores™ o para evaluar respuesta en
pacientes con inmunodeficiencia comun variable”"

En diagnoéstico, debido a la similitud entre
oligosacaridos del Schistosoma mansoni y los
presentes en KLH, los anticuerpos del suero de
pacientes infectados muestran reaccién cruzada
con KLH, lo cual se utiliza para diagnosticarlos
mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
que usa KLH y que discrimina entre infecciones
agudas o crénicas’™.

Conclusiones y perspectivas futuras

Conociendo el mecanismo de inmunoes-
timulacién de las hemocianinas, podriamos
dirigirlo hacia inmunoterapias mas efectivas. Si
consideramos la biodiversidad de moluscos que
habitan nuestras costas y su potencial en cuanto
al poder inmunogénico que sus hemocianinas
contienen, auguramos que el desarrollo de la
inmunofarmacologia en base a estas proteinas
es inconmensurable. Al respecto, por ejemplo,
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hemos descubierto que la hemocianina de la lapa
negra (Fissurella latimarginata FLH) es significa-
tivamente mdas inmunogénica que KLH y CCH”
observacién que nos tiene investigando cuales son
las caracteristicas estructurales que le confieren
esta propiedad y evaluando el potencial uso de
esta nueva hemocianina en vacunas antitumorales.
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