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" INTRODUCCION. ' - T

“cCuando en 1975, George Kdhler y César Milstein, del Consejo de
Investigacién Médica del Laboratorio de Biologia Molecular en
Cambridge, describieron un método que permitia la obtencién de
hibridos celulares con capacidad ilimitada de proliferar y de
producir constantemente un mismo anticuerpo (monoclonal), ini-
ciaron una verdadera revolucidén tecnolégica, que estd encon --
trando un numero creciente de aplicaciones en la investigacidn
bdsica, en procedimientos industriales diversos, en el diagnds
tico biolégico y en la terapettica: '

La inmunizacién pasiva ha sido usada en la practica clinica -
desde el siglo pasado, principalmente para profilaxis. El éxi-
to de tratamientos tempranos fue ensombrecido por reacciones -
anafildcticas y por la enfermedad del suero, debido a que los
anticuerpos o las antitoxinas no fueron creadas en humanos. La
recombinacioén de segmentos de genes durante la sintesis de an-
ticuerpos significa gque, anticuerpos especificos para numero -
sos antigenos, pueden ser producidos a partir de un "pool" ge-
nético limitado. Los linfocitos asesinos, los fagocitos y el -
complemento, se ligan entonces, a la regidn constante del anti
cuerpo, facilitando la eliminacidén del patdgeno.

El desarrollo de un método ‘pard obtener grandes cantidades de
anticuerpos en contra de un antigeno especifico (anticuerpos -
monoclonales), ofrece la posibilidad de iniciar los mecanismos
de defensa del huésped, contra cualquier antigeno no deseado,
autin cuando sigue habiendo algunos problemas para prevenir al -
organismo, del ataque de los anticuerpos monoclonales (1l).

Los anticuerpos monoclonales son moléculas adaptadoras que con
tienen sitios de unidn para antigenos en un extremo y., para mo
léculas efectoras en el otro extremo y esto les permite ligar-
se a una amplia gama de antigenos. El1 ligarse por si sélos, -
puede ser suficiente para neutralizar algunas toxinas y virus,
sin embargo, mads comunmente, disparan al sistema del complemen
to y a las células asesinas. A pesar de que los anticuerpos -
son agentes terapeliticos naturales existe probada dificultad -
para crear anticuerpos monoclonales humanos, mediante la tecnd
logia hibridoma. -

Los anticuerpos monoclonales de roedores, desafortunadamente,

tienen serias desventajas: una vida media corta en suero; sélo
algunas de las diferentes clases pueden desencadenar funciones
efectoras en el humano; y también, los anticuerpos monoclona -
les pueden producir respuestas inmunes indeseables en los pa -
cientes (anticuerpos humanos anti ratén o HAMA). Los HAMA pue-
den acrecentar el aclaramiento de los anticuerpos del suero, -
bloqueando sus efectos terapeluticos y dando reacciones de hi -
persensibilidad. Estos problemas han impulsado al uso de tecnd
logia de ingenieria génética para "humanizar" a los anticuer -
pos monoclonales de roedores, mediante el transplante de sitio
de unidén para antigenos, de anticuerpos de roedores a anticuer

Pos humanes. Ea principio, la humanizacién permite el acceso a



.un gran "pool" de anticuerpos monoclonales de roedores, bien -
caracterizados, para terapia, incluyendo aquellos con especifi
cidad en contra de antigenos humanos que son dificiles de pro-
ducir a partir de una respuesta inmune humana. (2)

El advenimiento de la tecnologia hibridoma-anticuerpos mono -
clonales, ha introducido a la Biologia y a la Medicina, en una
nueva era. El usc de .los anticuerpos monoclonales ha venido a

significarse en una gran variedad de nuevos agentes de investi
gacion e inmunodiagnéstico. Sin embargo, las aplicaciones térg
pedticas de los anticuerpos monoclonales, se han rezagado, de-
bido principalmente a que su potencial en esta drea ha sido. -
apenas conocido en los dltimos afios. (2)

Es la intencidén de este trabajo de tesis, revisar el pasado, -
el presente y el futuro” de los anticuerpos monoclonales en el

diagnéstico y tratamiento de algunas enfermedades infecciosas,
neoplasicas, inmunoldgicas, hematoldgicas, estados téxicos, -
etc.



ANTECEDENTES. ; g -

Historia de la inmunizacién pasiva:

El primer uso de la inmunizacién pasiva se cree gue ocurrié en
1891. El1l receptor fué un joven en Berlin con difteria, el cual
curd tras recibir una inyeccidn de antitoxina diftérica.

La inmunizacidén pasiva esta basada en los trabajos realizados
por Emil Behring y Shibasabura Kitasato, del Instituo de Higie
ne Roberto Koch en Berlin. En 1890, Behring y- Kitasato publica
ron un importante articulo, en el cual mostraban que, el suero
de un animal activamente inmunizado en contra de la toxina dif
térica, podia ser usado para neutralizar incluso, una dosis fa
tal de la toxina, en otro animal (3).

El potencial para tratamiento en humanos fue inmediatamente -
evidente. Al tiempo que la difteria era una enfermedad comin y
a menudo mortal, Behring inicié sus trabajos, tratando de pro-
ducir grandes cantidades de antitoxina que pudieran ser efecti
vas en contra de la difteria en los humanos. La compafia farma
celitica Farberwerke Hoechst incrementdé su produccidén usando -
ovejas inmunizadas, injcidndose los primeros grandes estudios
en 1893 con buenos resultados. La inmunizacidn de equinos fue
entonces iniciada y, para 1894, los casos de mortalidad por -~
difteria en Paris, disminuyeron del 52 al 25%. Behring sugirid
que la combinacidén de toxina diftérica y antitoxina sérica, -
era un método seguro para producir inmunidad activa en los. hu-
manos. Esta teoria fue desechada cuando se encontrdé que, el -
toxoide diftérico inactivo, inducia inmunidad (3).

El mayor problema con la seroterapia pasiva fué su toxicidad.
Reacciones anafildcticas ocurrian a menudo tras la administra-
cidén de suero de caballo y, la enfermedad del suero, era comin
Behring cdreyd gque el efecto "antitoxinico", residia en la frac
cidén proteica del sUero y mostrd .que el sulfato de amonio, pre
cipitaba una fraccidén (conocida ahora .ccmo gammaglobulina) que
retenia la actividad antitoxinica.

La precipitacidn redujo los efectos colaterales pero no por -
completo, superando los problemas de la enfermedad del suero,
lo cual ahora se sabe, es el resultade del depdsito de comple-
jos inmunes circulantes. E1 desdoblamiento de la gammaglobuli-
na por la pepsina, redujo ain mds la incidencia de la enferme-
dad del suero (3). )

La produccidén a gran escala de antisuero para la toxina difté-
rica, fué hecha posible a través del travajo del bacteriélogo

Paul Ehrlich. El realizé en un principio, trabajos con conejos
y toxinas bacterianas y posteriormente desarrolldé ensayos en -
cerdos guinea, para evaluar la potencia de los diferentes ti -
pos de antisueros. Ehrlich propuso la teoria de la toxicidad -
por <adenas laterales. El sugirié gque las toxinas mediaban sus
efectos sobre las células a través de cadenas laterales protei
cas preformadas y que la inmunidad se incrementaba, debido a -
la sobreproduccién de estas cadenas. Estas cadenas laterales -
son reminiscencia de lo que actualmente nosotros conocemos co-




mo anticuerpos, a pesar de que Ehrlich asumid en forma inco --
~rrecta, que su funcidn primaria no tenia nada que hacer con la
neutralizacién de toxinas.

La introduccién de preparados de inmunoglobulinas humanas en -
1944, como tratamiento y proteccidn contra el sarampidn final-
mente superd el problema de la enfermedad del suero y hoy, las
inmunoglobulinas humanas siguen utilizdndose. Los pacientes -
agamaglobulinémicos se han beneficiado con la disponibilidad -
de preparaciones de inmunoglobulinas, relativamente puras, las
cuales les son dadas regularmente para prevenir infecciones.
Hay generalmente dos tipos de preparaciones: inmunoglobulinas
normales e inmunoglobulinas especificas. La inmunoglobulina -
normal es preparada de "pools" de por lo menos 1000 donaciones
aleatorizadas de plasma humano y contiene anticuerpos para He-
patitis-A, sarampidén, parotiditis y otros virus. Produce pro -
teccidén inmediata.durante por lo menos 4 a 6 semanas. Las inmu
noglobulinas especificas son preparadas de sangre de pacientes
convalescientes de enfermedades especificas. Las preparaciones
estan disponibles en contra de varios patdgenos,:incluyendo vi
rus de la Hepatitis B, Clostridium tetani y virus varicela-zos
ter. Otras inmunoglobulinas especificas que se encuentran dis-
ponibles .0 en desarrollo incluyen, por €jemplo, anticuerpos an
tirhesus D. Existe especial interés en la inmunizacidén pasiva
para el SIDA. Algunos antisueros no pueden ser producidos con
seguridad en el humano y asi, por ejemplo, globulinas antilin-
fociticas de caballos y conejos, siguen utilizandose en el tra
tamiento de la anemia aplastica severa y" para suprlmlr rechazo
de injertos renales (3).

Estructura de los anticuerpos: "

Los componentes actives de gamaglobulina gue protegen en con -
tra de los efectos de las toxinas diftérica y teténica, se sa-
be ahora que son inmunoglobulinas, también conocidas como anti
cuerpos. La IgG, el prototipo de los anticuerpos, es una glico
proteina con un peso molecular de 150,000 Daltons. La molécula
consiste en dos heterodimeros idénticos de cadenas pesadas-ca-
denas ligeras, ligadas por puentes disulfuro, gue le dan una -
estructura en forma de "Y". Cada cadena pesada comprende un do
minio variable (V) y tres dominios inmunoglobulinicos constan-
tes (Ig), mientras que las cadenas ligeras constan de un domi-
nio variable y un dominio gonstante Ig. Cada dominio comprende
cerca de 110 aminoacidos. ’

A partir de una perspectiva funcional, el cardcter distintivo
importante son los sitios de unidn con el antigeno (Fab) y la
region Fc (fragmento cristalizadble), lo cual es responsable pa
ra iniciar los mecanismos de defensa del huésped. La regidn Fc
es el pié de la estructura en forma de "Y¥", mientras gque los -
dos sitios de unidn con_antigenos son los extremos de ambos -

[



-brazos. La regién articular del anticuerpo es flexible, de tal
manera que los sitios de unidén del antigeno, estan separadas -
amplia y variablemente, lo que le permite ligarse a dos antige
nos idénticos a la vez; muchos microorganismos invasores, ta -
les como bacterias y virus, tienen subunidades repetidas y es-
te efecto permite mucho mayor efectividad al ligarse (efecto -
de avidéz). Los sitios de unidén miltiples permiten ademas, --
agregacidén y rapida eliminacién del antigeno.

A pesar de que un anticuerpo puede tener un efecto neutraliza-
dor directo sobre un virus o toxina, los sistemas de defensa -
mediados por Fc son necesarios para eliminar el origen del an-
tigeno. Los anticuerpos pueden sensibilizar una célula blanco
para el ataque por los linfocitos asesinos, mediante la opsoni
zacidn de la célula con IgG. Los linfocitos asesinos reconocen
a la célula blanco abrigada (opsonizada), debido a que tienen-
receptores para la regioéon Fc de IgG en su superficie. Este mo-
do de destruccidn es conocido como citotoxicidad celular depen
diente de anticuerpos. Similarmente, los fagocitos (incluyendo
macrpfagos y neutxéfilos), detectan y opsonizan antigenos a -
.través de receptores Fc. La combinancion de anticuerpo y anti-
geno pueden activar la via clasica del complemento y, depdsi -
tos de complemento en las células blanco pueden producir lisis
©0 mayor opsonizacién.

Clases de anticuerpos:

Hay cinco clases de inmunoglobulinas, clasificadas de acuerdo

al tipo de cadena pesada que poseen: IgG, IgA, IgM; IgD e IgE.
IgG comprende el 70% de todas las inmunoglobulinas y es procdu-
cida principalmente en cambios inmunes secundarios. Hay 4 sub-
clases de IgG (IgG 1-4), las cuales varian en su capacidad pa-
ra iniciar los sistemas de defensa del huésped. IgGl e IgG3, -
median la toxicidad celular dependiente de anticuerpos y pue -
den unirse al complemento, mientras que IgG2 e IgG4, son rela-
tivamente deficientes en estas funciones (IgG2 puede unirse al
complemento, sin embargo, es menos efectivo gue IgGl e IgG3).

La IgG estéd presente en los espacios intra y extravasculares -
y, de manera importante, puede cruzar la placenta para prote -
ger el desarrollo del feto y del recién nacido. La IgM confor-
ma el 10% de todas las inmunoglobulinas; tiene una estructura

pentamérica y estd principalmente confinada al espacio intra -
vascular. Es un potente anticuerpo fijador del complemento pe-
ro no puede producir citotoxicidad celular dependiente de anti
cuerpos. La IgA (inmunoglobulina secretoria)., conforma cerca -
del 20% del total de los anticuerpos. Tiene una estructura di-
mérica y estd presente en secresiones tales como la saliva y -
la leche. La IgD conforma menos del 1% de las inmunoglobulinas
plasmaticas y se encuentra principalmente en la superficie de

las células B. Su funcidén es desconocida. La IQE se une a los

receptores Fc sobre la superficie de los basdéfilos, eosindéfi -
los y mastocitos, donde se enlaza en forma cruzada con los an-



~tigenos que disparan la liberacidén de mediadores- farmacolégi -
cos que pueden causar reacciones de hipersensibilidad inmedia-
ta (4).

Bases genéticas de los diversos anticuerpos:

El hecho de que cada anticuerpo tenga su propia secuencia de -
aminodcidos en la regidn variable, sugiere un gene separado pa
ra cada anticuerpo producido. Si esto no sucediera, la mayoria
de los genomas humanos, necesitarian un cédigo para un numero
extenso de moléculas de anticuerpos que pudieran existir. En -
1965, Dreyer y Bennett hipotetizaron que cada clase de regio -
nes constantes, estan codificadas para un gene, pero que gran-
des cantidades de genes existen para los dominios variables -
(VH y VI). Acertadamente sugirieron gque los genes de anticuer-
pos pueden estar formados por recombinaciones entre estos ge -
nes, durante el desarrollc de células B. Nosotros sabemos aho-
ra que el montaje de los genes para los dominios variables, --
ocurre por articulaciones aleatorizadas de un numero de segmen
tos de genes (V, D.y J para ¢adenas pesadas o V y J para cade-
nas ligeras) y que una diversidad adicional resulta de menos o
mas nucledtidos en las uniones entre estos segmentos de genes.
En el caso de las cadenas pesadas, hay cerca de 75 segmentos -
VH, cerca de 30 segmentos DH y 6 segmentos JH, en cada cromoso
ma. El segmento V codifica la mayoria de los dominios varia --
bles, incluyendo la primera y segunda regiones complementaria-
mente determinantes (CDR1l y CDR2), mientras que la variable ma
yor CDR3 es codificada por.segmentos D y por nucledtidos en -
las uniones V-D y D-J. El segmento VDJ es entonces aplicado a
la regidén constante del RNA mensajero, después de editar una -
gran cantidad de RNAt nuclear producido. El numero de regiones
variables de una inmunoglobulina unica, posiblemente debido a
recombinacién aleatoria de segmentos de genes V, D y J, es muy
grande. Mds aun, las posiciones de unién de los segmentos VH,
DH y JH, no son siempre las mismas y el segmento DH puede fina
lizar en cualquiera de las tres posibles lecturas formadas de
aminocdcidos. Esto, junto con la pérdida o adicidén de nucledti-
dos en forma aleatoria, en el limite entre los segmentos, in -
crementa aun mas la diversidad. Una vez que cualquier cadena -
ligera es capaz de combinarse con cualquier cadena pesada, una
diversidad enorme (estimada por arriba de 100,000,000,000 de -
anticuerpos), pueden producirse a partir de un pequefio ndimero
de segmentos de DNA. esto es conocido como hipermutacidn soméa-
tica y usualmente ocurre durante la respuesta inmune a antige-
nos extrarfos.



Respuesta inmunolégica humoral:’“

Durante una infeccidén tipica, los anticuerpos protectores son
producidos en contra de los organismos invasores. Después de -
una fase inicial de retraso, el nivel detectable de anticuer -
pos en el torrente sanguineo incrementa rdpidamente, alcanzan-
do una meseta, y entonces caen a niveles bajos una vez gue el
patégeno ha sido erradicado. La IgM es el primer anticuerpo en
aparecer en esta respuesta primaria, seguido por la IgG, la -.
cual tiene un mayor periodo de retraso. La reexposicién al mis
mo patdgeno da elevacién de la "memoria” o respuesta secunda -
ria, la cual es mas fuerte y con una fase de retraso mas corta
Esta respuesta secundaria estd dominada por la IgG y tiende a
ser de mucho mayor afinidad.

Bases celulares de la respuesta inmune:

Los anticuerpos son producidos por los linfocitos B. Estas cé-
lulas se desarrollan en el higado fetal y subsecuentemente en
la médula osea. Es en este sitio, en donde ocurre un reajuste
en los genes de inmunoglobulinas y células B potencialmente no
civas, son eliminadas del repertorio. En este estado de reposo
cada célula B muestra un anticuerpo especifico en su superfi -
cie. En un momento, hay cerca de 1000,000,000 de clonas de cé-
lulas B diferentes en el .cuerpo, cada una de ellas, presentan-
do un anticuerpo uUnico. Cuando el antigeno entra al cuerpo, se
une especificamente 2 sélo unas cuantas de de estas células B
en reposo, estimuldndolas para dividirse y madurar dentro de -
las células plasmaticas, que secretan grandes cantidades de in
munoglobulinas, las cuales previamente estaban presentes en su
" superficie. Este modelo de seleccidén clonal de células B fué -
originalmente propuesto en los 50's por McFarlane Burnett. Du-
rante la proliferacidén de células B inducida por antigenos, -
hay un cambio en la clase principal de anticuerpos producidos
de IgM a IgG, IgA o IgE, y las células B que secretan anticuer
pos de mayor afinidad empiezan a emerger. El cambio de clase -
de células B es un proceso complejo el cual es regulado por -
factores externos, incluyendo secresidén local de citoquinas -
por antigenos especificos de las células T ayudadoras. Algunas
de las células proliferantes no se transforman en- 'secretorias,
pero contindan presentando su anticuerpo de superficie y per -
sisten circulando mucho tiempo después de que la infeccidén ha
desaparecido. Estas células B de memoria, son responsables de
un inicié mas rapido y de mayor intensidad de la respuesta in-
mune secundaria. -



Anticuerpos monoclonales:

En términos generales, entemdemos por anticuerpo monoclonal, -
el producido por las células derivadas de un sdlo linfocito B

({clona). De vez en cuando, una de éstas células adquiere una -
capacidad ilimitada de proliferacidén. Cuando esto ocurre espon
tdneamente in vivo, aparece una enfermedad tumoral que se cono
ce como mieloma (4).

Se han propuesto diversos métodos para inducir la transforma -
cion tumoral de células linfoides in vitro, con el fin de in -
mortalizar clonas productoras de anticuerpos de interés cienti
fico o industrial (4). Sin embargo, el udnico que hasta ahora -
ha sido aplicado en forma extensiva, es el propuesto por Kéhlexr
y Milstein, basado en la fusidn de una célula de mieloma y una
célula productora de anticuerpo (3). -

Aungue se han obtenido hibridomas de diversas especies, inclu-
so entre células de especies distintas, la realidad es que, --
hasta el momento, la inmensa mayoria de anticuerpos monoclona-
les,'se han obtenido por fusién de células de ratédn (5).
L]

El hibridoma de linfocitos, tal y como fue desarrollado por -
K6hler y Milstein, es el producto de la fusidén de una célula -
de mieloma de ratén y un linfocito obtenido del bazo de un ra-
tdén inmunizado previamente en repetidas ocasiones con un anti-
geno especifico. La fusidén puede lograrse empleando una varie=-
dad de virus o polietilénglicol. El resultado es una célula u-
nica con dos nucleos. Después, la membrana celular se rompe y
los cromosomas se dividen y distribuyen al azar entre las dos
células hijas, los hibridomas de linfocitos (6).

Estas manipulaciones se llevan a cabo en un medio selectivo. -
Las células de mieloma, las cuales son incapaces de crecer en
este medio debido a que carecen de las enzimas necesarias, mue
ren. Aunque las células esplénicas poseen estas enzimas, tam -
bién mueren debido a que no son capaces de replicarse de mane-
ra indefinida. Sin embargo, las células hibridas tienen tanto
la enzima del linfocito, como la capacidad proliferativa de la
célula tumoral, de manera que viven y, al hacerlo, inmortali -
zan la capacidad de la célula esplénica para elaborar anticuer
pos especificos (6).

Los hibridos pueden crecer y ser separados en clonas. ELl medio

- de cultivbo de las clonas se prueba en busca de anticuerpos con

tra el antigeno deseado, de manera qgue las clonas positivas -
pueden ser seleccionadas y cultivadas en masa, in vitro o in -
vivo (6,7). De cualgquier manera, debido a que se originan de -
una clona dnica, las células productoras de anticuerpos elabo-
ran un sélo tipo de anticuerpo en grandes cantidades. En” compa
racién, las técnicas clasicas producen sueros que contienen un
amplio espectro de anticuerpos diferentes al deseado, atn cuan
do la titulacién .sea muy elevada (7).



En 1977, Alan Williams mostrS6 que los anticuerpos monoclonales
podian usarse en contra de moléculas de interés bioldégico y es
to desencadené el desarrollo de una corriente de usos de los -
anticuerpos monoclonales basados en procedimientos diagnosti -
cos. Sin embargo, los anticuerpos monoclonales de roedores --
eran incompetentes o inefectivos para el tratamientc de huma -
nos, debido a gue estimulaban en forma débil los sistemas de -
defensa y ellos mismos eran el blanco de la respuesta inmune,

lo cual acortaba en gran medida su vida media en la circula --

cién (3,6,7). -

Una solucién a este problema fue producir anticuerpos monoclo-
nales humanos, pero esto fué dificil por varias razones. En -
primer lugar, las células B humanas inmortalizadas por fusion

con una célula de mieloma o por infeccidén con virus de Ebstein
Barr, es inestable -y puede perder rapidamente su capacidad de

producir anticuerpos. AGn cuando su transformacidén haya sido -
exitosa, la produccidn de anticuerpos con el virus de Epstein

Barr, tiende a ser menor y el virus usualmente transforma a -
las células secretoras de IgM, lo cual produce anticuerpos de

menor afinidad. En segundo lugar, la hiperinmunizacidn de suje
tos es problematica, particularmente en contra de auto-antige-~
nos. La inmunizacidén in vitro, es decir, estimulaci®n antigéni
ca de linfocitos humanos cultivados, provee una solucidn par -
cial a este problema, pero la produccion de anticuerpos sigue

siendo inestable después de la inmortalizacidén. El tercer pro-
blema es que la fuente de linfocitos humanos mas conveniente -
por su asequibilidad, deberia ser la sangre periférica, sin em
bargo, esta es una fuente pobre de células B productoras de an
ticuerpos especificos de alta afinidad. Tales células son mas

abundantes en el bazo, la médula ésea y los nédulos linfati --

cos (6,7). u

Con el advenimiento de técnicas de ingenieria genética en la -
produccidn de anticuerpos, se han logrado varias alternativas
de solucién a la produccidén de anticuerpos monoclonales huma -
nos (2,7).

La ingenieria Genética ha sido usada para crear moléculas qui-
méricas, en las cuales, la variable dominante de un anticuerpo
esta geneticamente ligada a una proteina no relacionada.

El anticuerpo es una molécula adaptadora gque contiene sitios -
de unidn para antigenos en un extremo y para moléculas efecto-
ras en el otro y se ha involucrade su unidén a una vasta canti-
dad de antigenos. El enlace por si s6lq, puede ser suficiente

para neutralizar algunas toxinas y virus, sin embargo, mas co-
munmente, el anticuerpo desencadena al sistema del complemento
¥ la destruccidén mediada por células. No obstante qgue los anti
cuexpos son agentes terapeilticos naturales, est& probada la dl
ficultad para hacer anticuerpos monoclonales humanos por tecng

logia hibridoma (2).

Los anticuerpos monoclonales de roedores desafortunadamente -



tienen serias desventajas: una vida media corta en sangre; so6-
lo algunas de las diferentes clases pueden desencadenar funcio
nes efectoras en el humano:; asimismo, los anticuerpos monoclo-
nales pueden producir una respuesta inmune no deseada en los -
pacientes (anticuerpos humanos anti ratén o HAMA). Los HAMA -
pueden resultar en un incremento del aclaramiento de los anti-
cuerpos séricos, blogueando sus efectos terapetiticos y dando -
reacciones de hipersensibilidad. Este problema ha llevado al -
uso de tecnologias de Ingenieria Genética para "humanizar" los
anticuerpos monoclonales de roedores, mediante el transplante

de sitios de unién con antigenos de roedores a los anticuerpos
humanos. En principio, la humanizacidn permite el acceso a una
gran cantidad de anticuerpos monoclonales de roedores, bien ca
racterizados, para terapia, incluyendo aquellos con especifici
dad contra antigenos humanos, que son dificiles de despertar,

a partir de una respuesta inmune humana {2).

La primera generacidn de anticuerpos humanizados fueron sim --
ples anticuerpos monoclonales quiméricos, en los cuales, el do
minio variable de un anticuerpo monoclonal de roedor era trang
plantado al dominio constante de un anticuerpo humano. Esto re
dujo la inmunogenicidad del anticuerpo monoclonal del roedor y
permitia las funcignes efectoras seleccionadas para la aplica-
cidén terapeutica.(7.8).

La segunda gdeneracidén de anticuerpos monoclconales humanizados,
fueron los llamados anticuerpos injertados a regiones determi-
nadas complementariamente, en los cuales, el antigeno ligado a
asas de anticuerpos monoclonales de roedores, eran construidos
dentro de un anticuerpo humand. Tanto los anticuerpos quiméri-
cos como los anticuerpos injertados-CDR, parecen tener mejores
efectos farmacocinéticos que los anticuerpos de roedores, con

extension de la vida media sérica (mads de 75 hr), tanto en hu-
mancs como en monos cinomélogos. Asimismo, la inmunogenicidad

es menor (7.8).

Los anticuerpos quiméricos asi como los anticuerpos injertados
CDR, han sido construidos en contra de una gran variedad de pa
tégenos virales y bacterianos y en contra de marcadores de su-
perficie de células humanas, incluyendo antigenos de células -
tumorales.(7,8).

La inmunogenicidad de los anticuerpos humanizados parece depen
der de varios factores, incluyendo el estado inmune del pacien
te, la dosis y el régimen de administracidén de los anticuerpos
ElL blanco ademds, es también importante: los anticuerpos-diri-
gidos en contra de antigenos ligados a la célula, pueden ser -
mas inmunogénicos que aquellos ligados a antigenos solubles.

Las ventajas de los anticuerpos monoclonales sobre los anti --
cuerpos policlonales (seroterapia o gamaglobulinas intraveno -
sas) es obvia. La especificidad y afinidad del anticuerpo pue-
de ser seleccionada deliberadamente con un gran nivel de-preci



-sién. El nivel de proteinas inyectadas es mucho menor que con
' los anticuerpos policlonales (lo cual disminuye el riesgo de -
enfermedad del suero o anafilaxia cuando el suero no es de ori
gen humano) y; los anticuerpos pueden ser facilmente estandari
zados (el mismo hibridoma puede ser usado durante un periocdo -
largo) (10,11).

Sin embargo, no debemos ignorar algunas limitaciones intrinse-
cas que pueden crear problemas en el desarrollo farmaceudtico..

Primero, algunas actividades de los anticuerpos policlonales -
no pueden ser facilmente reproducidas por un sélo anticuerpo,

por un lado, debido a que no es posible seleccionar los hibri-
domas productores de anticuerpos de alta afinidad presentes en
el suero policlonal y, por otro lado, la mejor actividad del -
anticuerpo es solamente mediada por combinaciones de anticuer-
pos reconociendo diversos motivos antigénicos sobre la molécu-
la blamrco. Secundariamente, es dificil producir anticuerpos hu

manos derivados de linfocitos humanos (10, 11) -
A continuacion se muestran algunos de los blancos de los anti-
cuerpos injertados~CDR, con fines terépeﬁticos:

BLANCO POTENCIAL CLINICO
CDw52 linfomas,; vasculitis sistémica, ar-
. tritis reumatoide

CD3 o Transplante de dérgancs

Cbd Transplante de organos, artritis -
reumantoide, enfermedad de Crohn

IL-2 receptor Leucemias y linfomas, transplante -
de drganocs, enfermedad injerto vs.
huésped

INF-alfa Choque séptico

HIV SIDA

RSV, Infeccién respiratoria por el virus
sincitial

HSV Herpes neonatal ocular y genital

Lewis-Y Cancer

p-185-HER-2 Cancer

PLAP Cancer .

CEA .7 Cancer

TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa; HIV: virus de inmunodefi
ciencia humana; HSV: virus del herpes simple: p-185-HER-2: receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico; PLAP: fosfatasa alcalina -~
placentaria; CEA: antigeno carcincembrionario.



~El uso terapeutico de los anticuerpos monoclonales ha sido in-

vestigado en un amplio espectro de presentaciones clinicas con
muy diversos objetivos. estos objetivos pueden ser clasifica -
dos dentro de cuatro categorias: inmunosupresioén, enfermedades
infecciosas, cancer e intoxicaciones. En todas estas condicio-
nes, las expectativas aportadas por los anticuerpos monoclona-
les, ofrece la esperanza de hallar nuevas soluciones a grandes
problemas médicos, generalmente no resuletos por las drogas ac
tualmente disponibles.(11,12,13). .
Los afios noventas serdn el tiempo de prueba para los anticuer-
pos monoclonales. las aplicaciones clinicas potenciales inclu-
ven el tratamiento del cancer, enfermedades autoinmunes, recha
zo de transplantes, infecciones virales y choque téxico.

El Centro para la Explotacidén de la Ciencia y Tecnologia ha es
timado que el mercado total nundial destinard para anticuerpos
monoclonales mil millones de délares para 1994, incrementdndo-
se esta cifra a seis mil millones de ddélares para el afio 2000.

Los anticuerpos pueden neutralizar toxinas, bloguear la intet-
accion de factores de crecimiento, hormonas, molécylas de adhe
sién intercelular o virus con sus receptores celulares afines
y cubrir bacterias, virus o células, marcidndolas para ser fago
citadas, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o 1i
sis mediada por complemento (12,13).

Los antigenos blanco, pueden entonces estar circulando o encon
trarse sobre la superficie celular. Encontrar un antigeno blan
co adecuado es probablemente el factor determinante mas impor-
tante del cual depende el éxito o la falla de la terapia con -
los anticuerpos.



USOS CLINICOS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Inmunosupresion:

Las respuestas inmunes a antigenos propios o extrafios, pueden
llevar a destruccidén autoinmune de los tejidos o rechazo a or-
ganos transplantados (13).. Las terapias inmunosupresivas in -
cluyen corticoesteroides, ciclosporina, drogas citotéxicas y -
antisueros antilinfocitos policlonales., todos los cuales tie -
nen una alta toxicidad y en ocasiones son inefectivos.

Los anticuerpos monoclonales ofrecen una alternativa realista
a estas drogas inmunosupresoras y esto es gquiz& su aplicacidn
mas Util (14). Los blancos potenciales para los anticuerpos mo
noclonales inmunosupresores, “incluyen antigenos de diferencia-
cién de linfocitos, citogquinas, receptores de citoquinas y mo-
léculas de adhesién celular (13,14).

El primer anticuerpo monoclonal aprobado para la terapia en hu
manos (OKT3), es un reactivo murino inmunosupresor, el cual se
une a los linfocitos T y es Gtil en el tratamiento del rechazo
de transplantes renales.

En comin con muchos otros antlcuerpos monoclonales antilinfoci
tos inmunosupresores, no parece estimular una fuerte respuesta
anti-ratén. La toxicidad con OKT3 es peor con la primera dosis
lo cual desencadena liberacidén de citoquinas por las células -
blancc y lleva en algunos casos a hipotensidn, aumento de peso
y dificultad respiratoria, progresando ocasionalmente al edema
agudo pulmonar (13).

Muchos otros anticuerpos meonoclonales inmunosupresores han. mos
trado su actividad en humanos. Entre los mas prometedores es -
tan los anticuerpos contra antigenos linfocitarios CD4, Tac y
CDw52, todos los cuales no han sido humanizados por anticuer -
pos injertados-CDR y varios anticuerpos monoclonales, los cua-
les bloguean la adhesién de las células inmunes e inflamato --
rias (13).

Los anticuerpos monoclonales contra CD4 ‘inhiben la funcidn de
las células T ayudadoras y han sido usados con éxito variable
para tratar rechazo agudo de injertos renales, artritis reuma-
toide, enfermedad inflamatoria intestinal, LES, psoriasis, po-
licondritis recidivante, vasculitis sistémica y micosis fungoi
de (13). Los anticuerpos monoclonales Tac, reconocen una alta
afinidad con los receptores de interleucina 2 de los linfoci -
tos activados y no se unen con los linfocitos en reposc. Ellos
pueden bloquear, ademds, respuestas inmunes altamente especifi
cas de antigenos especificos, sin dafiar a los linfocitos en re
poso. Los anticuerpos antinucleares Tac-murinos, han mostrado
prevenir el rechazo temprano a injertos renales, pero sus res-
puestas anti-ratdon fueron detectadas en el 81l% de los pacien -

tes después de un mes de tratamiento (15). Les anticuerpos Tac



_humanizados (Tac-H), fueron recientemente comparados con-el an
ticuerpo murino en primates receptores de injerto cardiaco (18).
Los anticuerpos humanizados tienen una mayor vida media en san
gre (103 vs 38 hr); fueron menos inmunogénicos (0% vs. 100% -
respuestas antianticuerpos, antes del dia 33) y producen una -
mayor sobrevida del injerto que con los anticuerpos murinos.

Los anticuerpos monoclonales inmunosupresores, dirigidos en -
contra de una amplia gama de antigenos, pueden causar respues-
tas inmunes indeseables en modelos de animales. La especifici-
dad de anti-CD3, es la mas extensamente estudiada, a pesar de
qgque OKT3 es el dnico anticuerpo menoclonal inmunosupresor gue
ha sido comercializado. Otras especificidades han sido activa-
mente investigadas en el humano, incluyendo anti-CD4, anti-CD
25 (receptor de interleucina 2), anti-LFA-1 y anti-ICAM-1 (mo-
léculas de adhesién). En algunos casos, los anticuerpos han si
do acoplados a toxinas. Los resultados obtenidos en modelos ex.
perimentales, han causado expectativas, al mostrar que algunos
de estos anticuerpos monoclonales pueden inducir inmunosupre -
sidén altamente selectiva (18). Ensayos clinicos preliminares,
confirmaron la eficacia de los anticuerpos monoclonales en en-
fermedades autoinmunes y transplantes. Varios de los anticuer-
pos probados, pueden mitigar respuestas hiperagudas mediadas -
por células T, que resisten agentes quimicos inmunosupresores.
Mas importantemente, varios anticuerpos han sido capaces de -
mostrar induccidén a la tolerancia, tanto en aloinjertos como -
en autoinmunidad, en modelos de roedores. De tal manera que, -
al usar anti-CD4 y anticuerpos monoclonales de anti-adhesién -
molecular, es posible inducir sobrevida a*largo plazo, de alo-
injertos de piel, mas alla del tiempo de sobrevida proporciona
da por la inmunosupresidén convencional. Similarmente, usando -
ciclos cortos de anti-CD3 y anticuerpos anti-CD4, se pueden in
ducir remisiones a largo plazo de enfermedades autoinmunes, ta
les como la diabetes mellitus insulinodependiente (19). Tal in
duccién a la tolerancia no ha sido lograda en humanos, con -
las terapias inmunosupresoras convencionales (19).

Las aplicaciones potenciales de esta inmunosupresién selectiva
son enormes, tanto para transplante de drganos como transplan-
te de médula désea, para enfermedades autoinmunes de diversos -
grados y, posiblemente (si no aparecen regimenes de anticuer -
pos tolerogénicos no téxicos) para alteraciones alérgicas o -
vasculiticas, asi como sensibilizacién de anti células rojas.
‘Interesantemente, algunos de los protocolos de induccidn a to-
lerancia, no requieren de conocimiento de los antigenos (aler-
genos o autoantigenos). Alternativamente, cuando el alergeno -
es conocido, se podria considerar el uso de anticuerpos mono -
clonales antiantigeno (19). .
Los anticuerpos monoclonales inmunosupresores, contribuirdn in
dudablemente a las opciones terapeliticas contra las enfermeda-

des inmunes vy el-rechazo de transplantes, pero su papel preci-



.s0, todavia no estd bien -definido (17).

Los anticuerpos moncoclonales pueden hacer posible el tratamieg
to de la artritis reumatoide con inmunoterapia selectiva. Es -
tos anticuerpos pueden ser dirigidos directamente contra va --
rios blancos, tales como antigenos activadores de linfocitos,
citoguinas o subpoblacicnes de linfocitos 9principalmente CD4)
involucrados en la patogénesis de la enfermedad. Estudios a --
.biertos recientes, han demostrado la posibilidad y seguridad -
de estos métodos terapetuticos, pero el niumero de pacientes es-
tudiados sigue siendo bajo y los resultados clinicos, bioldgi-

- cos e inmunolégicos varian considerablemente en importancia‘y
duracion, sin remisidén. No hay un factor predicitivo de res --
puesta que pueda producirse de estos estudios. El1 origen muri-
no de estos anticuerpos monocleonales, expone al riesgo frecuen
te de inmunizacioén, lo cual puede interferir con la efectivi -~
dad y seguridad de un segundo tratamiento. Algunas posibilida-
des pueden ya ser contempladas, incluyendo potencializacién de
los anticuerpos monoclonales al acoplarlos con un agente cito-
tox1co (anti-CDS + ricino), o bien, con la "humanizacidn" de -
los antlcuerpos monoclonales murinos {(anti CD-4 quiméricos), -~
reduciendo el riesgo de inmunizacidén. De ahi que, son indispen
sables ensayos clinicos controlados, para evaluar el valor ver
dadero, de estos métodos terapeliticos en la artritis reumatoi-
de (20). .

Enfermedades infecciosas:

La prevencidn y el tratamiento de las enfermedades infecciosas
estd esencialmente basado, en el uso de vacunas e inmunoglobu-
linas, para la.inmunizacién pasiva y, en productos guimicos -
(antibidticos y agentes antivirales), con fines terapetticos.
A pesar de su gran éxito, es justo reconccer las limitaciones
presentes de su uso: un buen ejemplo de ésto, lo constituye el
problema importante que representa el SIDA.

varios anticuerpos monoclonales antibacterianos (grupo-especi-
ficos o especie-especificos), han demostrado curar infecciones
letales en roedores, lo cual podria ser de utilidad en ciertas
condiciones, como por ejemplo, el shock endotéxico, donde no -
se dispone de una terapia inmediatamente activa.
La prevencidén de un nimero de infecciones virales (sin una va-
- cuna corréspondiente), pueden ademds ser consideradas en va --
rias enfermedades, en las cuales, la terapia pasiva con anti -
cuerpos, ha tenido efectos benéficos (17,18).

Los pacientes agamaglobulinémicos, padecen infecciones bacte -
rianas recurrentes a nivel pulmonar, meningitis Yy bacteremias.
Las infecciones virales no son mds severas en estos pacientes,
que en los individuos sanos, lo cual sugiere que las células T
son la defensa inicial mas importante, pero cuando la inmuni -~



dad se. encuentra debilitada, pueden ocurrir miltiples ataques
de varicela o rubeola. Estas observaciones sugieren gue los an
ticuerpos deben ser capaces de prevenir infecciones bacteria -
nas o virales. Realmente, la administracidén regular de inmuno-
globulinas humanas purificadas, provee una buena proteccidn pa
ra los pacientes con agamaglobulinemia, hipogamaglobulinemia o
disamaglobulinemia (17).

Las preparaciones con inmunoglobulinas humanas policlonales -
han sido usadas durante mutho ftiempo para tratar y prevenir va
rias enfermedades virales, incluyendo Hepatitis A y B, varice-
la, rubeola e infeccién por citomegalovirus. A pesar de los an
tecedentes, es sorprendente que los anticuerpos monoclonales -
antibacterianos y antivirales, han sido poco usados en la prac
tica clinica. Esto puede cambiar prontc, debidec a gue varios -
anticuerpos monoclonales antibacterianos y antivirales, se en-
cuentran bajo desarrollo, para pruebas en humanos. Por ejemplo
versiones humanizadas de anticuerpos monoclonales para virus -
del herpes simple y el virus sincitial respiratorio, han sido
preparados y, anticuerpos humanos para el VIH, han sido aisla-
dos para tamizaje (17}). 1

'
Los anticuerpos monocldnales antivirales, pueden bloguear el -
atague y penetracién de los virus, opsonizar virus y células -
infectadas por virus, para fagocitosis o citotoxicidad depen -
diente de anicuerpos y mediar lisis del complemento de particu
las virales desarrolladas o de células infectadas.
Combinaciones de anticuerpos monoclonales probablemente ten --
dran mayores efectos benéficos, qgue reactives sélos (17).

Cuando consideramos cuales de ‘las enfermedades bacterianas mas
importantes del hambre, pueden ser blanco de la terapia con an
ticuerpos monoclonales humanos, el primer requerimiento més -~
obvio, es la demostracidén de la proteccidén mediada por anti --
cuerpos.

Las enfermedades bacterianas, candidatas ideales para demos --
trar la eficacia de los anticuerpos monoclonales humanos, no -
deben tener una vacuna efectiva, deben causar un numero signifi
cante de nuevos casos cada afio y deben presentar ineficacia -
guimioterépica o exhibir resitencia a drogas. Mas ain, agque -
llas enfermedades bacterianas, en las cuales, la eficacia de -
la inmunoglobulina humana ha sido demostrada, deben ser las -
candidatas mds légicas para la profilaxis/terapia con anticuer
pos monoclonales humanos.

Examinando los datos disponibles en el presente, concernientes
a anticuerpos monoclonales y linfogquinas en contra de bacte --
rias o sus productos, encontramos gue muchos han sido descri -
tos y discutidos por pioneros en el campo y cuyos resultados,
estdn atn por desarrollarse en un futuro cercano.

Practicamente todos los estudios se encuentran en etapas ini -
clales. Los anticuerpos monoclonales han sido generados y ca -



-racterizados. Algunos han sido aplicados en estudios seroldgi-~
cos limitados y sobrevivientes epidemiolégicos. Procedimientos
diagnosticos han sido mejorados mediante su uso. En este punto,
es claro gue un esfuerzo continuo debe realizarse, para gene =~
rar mas pruebas monoclonales y para incrementar la precisidn,
sensibilidad y resolucidn de métodos inmunodiagndsticos. Es -
pertinente mencionar aqui, gue el uso de anticuerpos monoclona
les antiinmunoglobulina, como segundo anticuerpo marcado con -
radioisdtopos (o enzimas o moléculas fluorescentes), para me -
dir anticuerpos monoclonales antibacterianos, vendran a genera
lizarse probablemente. De tal manera que, los segundos anti --
cuerpos monoclonales, incrementarédn prometedoramente, la sensi
bilidad y especificidad de radioinmuncensayos, inmunoensayos -
enzimadticos y de la inmunofluorescencia indirecta. En cambjo.
estos agentes contribuiran al mejoramiento de métodos para me-
dir anticuerpos antibacterianos en suera, en otros fluidos big
ldégicos y en sobrenadantes de cultivos. Similarmente, métodos
para detectar bacterias y antigenos relacionados por si mismos
en fluidos bioldgicos, exudados patoldgicos, medios de cultivo
¥y otros materiales tales como agua, sedimentos, fdsiles y ali-
mentos, serdn desarrollados usando anticuerpos monoclonales, -
como herramientas principales (21).

Considerando la prevencidén y el tratamiento de enfermedades in
fecciosas, los anticuerpos monoclonales contra bacterias, han

mostrado ya su valor con propdsitos diagnéstices. Estos anti -
cuerpos han probado ademéds, su utilidad para disecar mosaicos

antigénicos de bacterias y antisueros, en sus componentes, po-
blaciones de antigenos y anticuerpos, respectivamente. De esta
forma, los antigenos gue presentan anticuerpos protectores, -
han sido identificados, como el primer paso en la preparacidn

de vacunas altamente especificas. Mas aun, la habilidad para -
separar del suero de los pacientes sus poblaciones de anticuer
pos, ha abierto nuevas puertas, identificando aquellos anti --
cuerpos de valor diagndstico y prondstico y/o, a aquellos dota
dos de capacidad protectora. Asi, los antigenos presentades -
por los primeros, pueden ser utilizados para ensamblar kits -
diagnésticos, los antigenos presentadcs por los anticuerpos -
protectores pueden ser usados en la preparacién de vacunas o -
para obtener anticuerpos en gran escala para seroterapia (21l).

Las linfoquinas producidas por lineas celulares clonadas (hi -
bridemas y clonas no hibridas), probablemente, estardn disponi
bles ma&s comunmente, para probar su capacidad protectora en -~
contra de infecciones. El producto de estos productos monoclo-~
nales es prometedor (21). N

La precigsidén de los anticuerpos como herramientas y la calidad
de su informacidn, incrementa su especifigidad. La determina -~
cion de su especificidad fina (molecular) y su extensidén expe-~
rimental, la cual se explica por la composicidn y estructura -
de los determinantes reconocidos por cada anticuerpo, constitu
ye por lo tanto, una labor importante, para el uso de los anti -
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~cuerpos monoclonales en bacteriologia (21).

La inmunoguimica molecular, por medio de anticuerpos monoclona

. les en contra de una variedad de estructuras bacterianas (enzi
mas, cofactores, receptores, componentes de la membrana, etc.),
continuard para dilucidar la relacién entre la estructura y la
funcién. Una combinacidn de genética, ingenieria genética e in
munoquimica, con anticuerpos moleculares, acelerard el progre-
so para. entender las vias metabdlicas, los mecanismos de trans
porte y otras caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de la
bacteria (21).

A pesar de que los problemas asociados con los anticuerpos mo-
noclonales humanos se resuelvan, varios problemas adiciocnales
ensombrecen el horizonte. Los mds notables entre estos, son -
los problemas técnicos en su produccién. La produccidén a gran
eéscala de hibridomas de ratdn es a menudo cumplida, por el de
sarrollo de éstas células in vivo en ascitis tumoral. Los hi -
bridomas humanos, por otro lado, no pueden producirse en rato-
nes debido a'problemas de histocompatibilidad y méds acertada -
mente, no pueden ser producidos en humanos. A pesar de que los
-hibridomas humanos han sido producidos en ratas y ratones con
déficit de células T, estos animales inmunodeficientes son &i-
ficiles de mantener (22).

Los mecanismos de defensa del huésped en contra de patdgenos -
bacterianos, involucran una respuesta inmune integra, con los
anticuerpos jugando un papel principal.

La induccién de proteccidén con anticuerpos antibacterianos por
inmunizacién activa, no siempre es posible, particularmente en
pacientes inmunodeprimidos o inmunocomprometidos. La inmuniza-
cién pasiva con anticuerpos preformados, ofrece una alternati-
va, pero generalmente, .usando preparaciones de globulina séri-
ca inmune, son dificiles para control de calidad y usualmente
contienen pequefias cantidades de anticuerpos protectores en re
lacién al total de las inmunoglobulinas. Los anticuerpos mono-
clonales humanos en contra de patdgenos bacterianos selecciona
dos, podrian resolver estos problemas. Sin embargo, el progre-
SO en los anticuerpos monoclonales humanos, ha sido lento, de-
bido a la inestabilidad de los hibridomas humano-humanc. Un es
tudio mas critico de las células somaticas genéticas de sinca-
riontes mieloma humano-linfocito humano pueden resolver esta
impresidn. Una vez gue el anticuerpo estable-secretante de hi-
bridomas humanos es producido, los problemas de produccidén a =
gran escala y seguridad del producto, deben tratarse. El poten
cial de los anticuerpos monoclonales humanos antibacteria, co-
mo terapia sola o como adyuvantes con la mayoria de las quimio
terapias convencionales, es grande, pero la realizacién de su
potencial puede requerir muchos mas afos de investigacidn, pu-
diendo ser determinada al final por los economistas y no por -
los cientificos (22).



Estados tdxicos:

El uso de anticuerpos monoclonales para tratar el choque sépti
co, ha sido revisado recientemente. La endotoxina, un componen
te lipopolisacdrido de la pared celular bacteriana, dafia el en
dotelio vascular, desencadenando una cascada de eventos gque -
lleva al chogue séptico. Debido a que el antigeno blanco es in
travascular, anticuerpos monoclonales IgM pueden ser usados.
HA-1A, un anticuerpo monoclonal humano IgM antiendotoxina, re-
dujo la mortalidad a 28 dias en un 39% en 105 pacientes con- -
bacteremia por gramnegativos. Sin embargo, el estudio inicial

ha sido seriamente criticado y un segundo ensayo clinico de -
HA-1A, placebo controlado, ha sido recomendado para determinar
si el anticuerpo debe ser usado ampliamente. El factor de ne -
crosis tumoral es uno de los mediadores centrales del choque -
séptico y, anticuerpos -monoclonales contra el mismo, han mos -
trado efectos protectores en modelos animales. Un ensayo clini
co de fase I de uno de los anticuerpos monoclonales contra el
TNF-alfa, confirmé su sequridad, pero su eficacia aun no se ha
demostrado en humanos. Junto a los ejemplos obvios de tétanos .
y difteria, otros estados tdoxicos, los cuales pueden ser suje-
tos a terapia con anticuerpos monoclonales , incluyen sobredo-
sis de drogas, envenenamientos quimicos, mordedura de serpien-
tes y picadura de aranas (20).

A la fecha, dos anticuerpos monoclonales antiendotoxina han si
do producidos y sujetos a pruebas c¢linicas extensas. E1 HA-1lA,
un anticuerpo monoclonal humano, derivado de la linea celular
de inmunoglobulina M (IgM), que contiene unicamente un pequefio:
fragmento de” proteina murina, fue probado en un ensayo. El HA-.
1A redujo significativamente la mortalidad en pacientes con -!
sepsis y bacteremia por gram negativos y produjo mejor resolu-
cidén de la morbilidad que en los pacientes placebo controlados.
El E5, un anticuerpo IgM producido completamente via tecnolo -
gia anticuerpo monoclonal murina, fué evaluado en dos estudios.
Los resultados del primer ensayo mostraron gque el E5 redujo la
mortalidad significativamente, en pacientes con infeccién por
Gram negativos, los cuales no se encontraron en choque refrac-
tario. En contraste, los resultados del segundo ensayo no mos
traron ninguna reduccién significativa en la mortalidad entre
los pacientes con infeccién por gram negativos que recibieron
E5. Sin embargo, la mayor resolucioén de la morbilidad ocurrid
mas frecuentemente entre los receptores de ES5 en ambos ensayos.
El HA-1A v el E5 fueron bien tolerados en los ensayos. El cos-
to de la terapia es de US $3000 a US$4000 por curso de trata--
miento. Los anticuerpos monoclonales antiendotoxina represen -
tan el siguiente paso para reducir en forma importante la mor-
bimortalidad en las infecciones por gram negativos. Sin embar-
go, las implicaciones financieras del usc de HA-1A y de E5 son
enormes y los criterios de seleccidn de pacierntes para la admi
nistracién de estos productos deben ser desarrollados (23).



Cancer (tumores solidos):

Los anticuerpos monoclonales contra neoplasias han sido usados
tanto para el diagnéstico por imagenes como para el tratamien-
to. Hay un gran nuimero de posibles antigenos blanco, los cua -
les se engloban en varias categorias. A excepcidén de unos cuan
tos casos, antigenos especificos de un tumor unico, no han si-
do identificados y los estudios se han centrado en antigenos -
blanco que estdn presentes en mayor o menor grado, en algunos
tejidos normales del huésped. .Ejemplos de éstos, incluyen, an-
tigenos oncofetales, tales como el antigeno carcinoembrionario
y la alfafetoproteina, receptores de factor de crecimiento epi
dérmico, antigenos de carbohidratos y componentes de la matriz
extracelular, tales como la mucina. Radioinmunoconjugados, se
acumulan en depdsitos tumorales, lo suficientemente bien, como
para producir imdgenes adecuadas, aungue las imdgenes no son -
todavia lo suficientemente serias, como para cambiar los méto-
dos por imagenes convencionales tales como la tomografia compu
tada. El tratamiento del cédncer con anticuerpos monoclonales,
dista mucho de ser decepcionante. Estudios iniciales usaron an
ticuerpos monoclonales murinos dnmunogénicos, los cuales no -
abastecian las funciones efectoras humanas. Humanizando estos
anticuerpos monoclonales o ligadndolos a radioisdtopos, toxinas
y drogas (lo cual puede incrementar la inmunogenicidad), ha te
nido un impacto discreto sobre su eficacia terapedtica y puede
producir toxicidad severa (17,18).

Un factor limitante importante es la incapacidad de infundir -
anticuerpos monoclonales para alcanzar las células blanco. Les
anticuerpos monoclonales tienen un buen acceso a la superficie
del tumor, asi como a la superficie de los vasos sanguineos de
un depésito tumoral relativamente permeable a macromoléculas,
pero las ramas de estos vasos, las cuales penetran al paréngui
ma tumoral, no lo son. Una vez sobre la superficie, sin embar-
go, se encuentran con una pared impenetrable de células tumora
les, unidas entre si por uniones intercelulares estrechas,
cual hace que el acceso a regiones profundas del parenqulma, -
sea pobre (17,18). j
1
T

‘La toxicidad de los anticuerpos monoclonales anticancer es va
riable. Con anticuerpos monoclonales murinos no modificados:
fiebre, rigidéz, nadsea y vomitos, son comunes después de la
dosis inicial; inmediatamente, reacciones de hlpersenslblllca$
pueden ocurrir y sintomas secundarios a complejos inmunes cirr
culantes se ven a veces después de tratamientos prolongados. L
Los radioinmunoconjugados usualmente causan toxicidad aprecia
ble sobre la médula désea normal y las inmunotoxinas pueden caC
sar sindrome de debilidad vascular (17.18).

La ‘terapia efnzimatica prodroga, dependiente de anticuerpos =-
"(ADEPT) es un prospecto de investigacidén prometedor. Con est
técnica, un conjugado anticuerpo-enzima es administrado y este

localiza los depésitos tumorales.
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Después de varios dias, durante los cuales, el anticuerpo mono
“clonal no ligado especificamente, es depurado, una prodroga ac
tiva ‘es administrada. La prodroga es convertida por €l anti --
cuerpc monoclonal ligado a enzima, en activa, sobre los dep6si
tos tumorales; la droga tumoricida es lo suficientemente peque
fia para permeabilizar las regiocnes profundas del tumor.

Los anticuerpos humanos y humanizados con mejor afinidad y es-
pecificidad, aparentemente serdn utilizados en mayor cantidad
en’el futuro. El uso de mezclas de anticuerpos monoclonales, -
pueden dar mejores resultados que anticuerpos monoclonales so-
los (17,18).

Enfermedades hematoldgicas malignas:

El tratamiento con anticuerpos monoclonales para las enfermeda
des hematolégicas malignas, ha sido mas exitoso que para las -
neoplasias sdélidas.

La actividad en contra de enfermedades de la médula dsea y del
bazo, ha sido notable, con respuesta menos adecuada de enferme
dad nodal. Una posible explicacién a ésto, es que la circula -
cién sinusoidal de los organos responsables, es facilmente per
meable por las inmunoglobulinas. Ademds, la médula dsea y el -
bazo son ricos en células efectoras del hueSped, que pueden re
conocer y destruir blancos cubiertos por anticuerpos monoclona
les (17,18).

Anticuerpos monoclonales murinos anti-idiotipicos han sido cul
tivados en contra de inmunoglobulinas tnicas de superficie y -
receptores de células T, expresadas respectivamente sobre célu
las malignas B y T. los resultados del tratamiento son halaga-
dores, pero los anticuerpos monoclonales deben ser hechos indi
vidualmente para cada paciente (17.18).

Los anticuerpos monoclonales, inevitablemente destruyen algu -~
nos linfocitos normales, pero estos son regenerados a partir -
de las células progenitoras, las cuales no son atacadas. Inmu-
nosupresidn pasajera puede relacionarse con los anticuerpos, -
sin embargo, esto tiende a ser problemdtico. Inmunotoxinas e -
inmunoconjugados han mostrado actividad en contra del linfoma,
perc comapracidn directa o mecanismos efectores alternativos -
de un anticuerpo monoclonal unico, no han sido realizados toda
via (18). - .

Otras aplicaciones:

Los anticuerpos monoclonales han sido desarrollados para el -
diagnéstico por imdgenes de sindromes de isquemia-reperfusion
(infarto del miocardio), trombosis venosa profunda o arterial
(antifibrina) y focos de infeccidén o inflamacién (17).



Anticuerpos monoclonales antirhesus, han sido disefiados para -

“tratar enfermedades hematoldgicas rhesus y, anticuerpos mono -
clonales antiplaqueta para la prevencidén de trombosis intravas
cular (17,1i8).



CONCLUSIONES.

-

Es imposible reflejar en este corto espacio la enorme repercu-sy
sion que ha tenido la aplicacién de los anticuerpes monoclona-
les en el terreno de la experimentacién bioldgica.

Por un lado han permitido realizar un avance espectacular en -
la identificacidén y el aislamiento de receptores presentes en
muy pequefia cantidad o de forma fugaz, sobre las membranas ce-
lulares. .En este terreno han llegado a ser un instrumento im--
prescindible. Por otra parte, han facilitado la purificacién y
analisis de numerosas moléculas de interés bioldgico por croma
tografia de afinidad, permitiendo, control preciso de las -
condiciones de absorcién y eluci Finalmente, en todos los -
procesos que implican diferenciac®ones celulares, se han permi
tido planteamientos experimentales que en eépocas pasadas eran
practicamente imposibles. -

Los anticuerpos monoclonales estédn encontrando aplicacién en -
un numero cada vez mayor de pruebas diagnésticas de laborato -
rio.

No solamente estén contribuyendo a mejorar la seguridad y re -
producibilidad de simples pruebas basadas en la aglutinacidn -
de particulas (latéx, hematies, etc), sino que permiten dise -
flar mejores inmunoensayos para la determinacién cualitativa o
cuantitativa de numerasos pardmentros de interés clinico (prue
bas de embarazo, ensayo de hormonas, de iscenzimas, antigenos
viricos o bacteriancs). De modo especial han facilitado la rea
lizacidn de inmunoensayos inmunométricos basados en doble anti
cuerpo que no eran posibles con sueros policlonales.

Merece especial atencidn la aplicacién de anticuerpos monoclo-
nales a la deteccidén y la localizacién histoldgica de antige -
nos relacionados con tumores malignos v se observa un crecien-
te interés en la aplicacién de anticuerpos monoclonales debida
mente marcados para la localizacidn in vivo de tejidos tumora-
les.

La aplicacidén de los anticuerpos monoclonales a la clinica hu-
mana es un campo de enormes posibilidades, que no ha hecho mas
que empezar. ’
Existen numerosos ejemplos de aplicaciones terapetlticas mas o
menos experimentales que sin duda, aumentardn rapidamente, a -
medida que progresen las técnicas de inmunizacidn in vitro y -
de obtencién de anticuerpos monoclonales de origen humano.

Los anticuerpos monoclonales de origen humano sin duda despla-
zaran paulatinamente las globulinas especificas obtenidas por

fraccionamiento de plasma humano.

También se contempla la aplicacidén de anticuerpos monoclonales
dirigidos a receptores especificos de hormonas ¢ neurorrecepto
res.

En el terreno de la oncologia hay grandes esperanzas de poder

utilizar anticuerpos monoclonales para la destruccién de tumo-



_res malignos. Merecen especial interés las inmunotoxinas obte-
nidas combinando agentes téxicos con anticuerpos monoclonales.

Durante el udltimo siglo hemos visto tres generaciones de anti-
cuerpos terapeiticos: anticuerpos policlonales de origen ani -
mal, anticuerpos monoclonales de roedores y ahora, anticuerpos
humanizados. Se anticipa que el uso de tecnologias de "selec -
cidén de repertorios" para hacer anticuerpos humanos y fragmen-
tos, abastecerdn a la prdxima generacidén. De tal manera que, -
en un tiempo prudente, parece ser que los anticuerpos humaniza
dos, mejorardén su uso clinico para el tratamiento de varias en
fermedades y la experiencia obtenida, dara validéz al disefio y
formulacidén de la siguiente generacién de anticuerpos terapeu-
ticos (18).
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