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Nuestra experiencia con
Anticuerpos monoclonales,
algunas aplicaciones.
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En 2004, el Dr. Cesar Milstein reci-
bi6 el premio Nobel de Medicina, con-
juntamente con George Khéler y Niels
Jerne. El trabajo publicado por Kholery
Milstein en la revista Nature en 1975,
titulado “Inmortalizacién de células
productoras de anticuerpos de especi-
ficidad predefinida” fue el detonador
de tal distincion. El descubrimiento
de la forma de producir anticuerpos
monoclonales es considerado como
el descubrimiento inmunolégico mas
importante del siglo XX. Junto con el
desarrollo de la biologia molecular y
la ingenieria genética, constituyen las
herramientas mdas importantes de la
biotecnologia moderna.

Cabe destacarse que la distincion
otorgada a Cesar Milstein no es exclu-
sivamente debida al trabajo citado, su
trascendente trayectoria en el estudio
de la genética y estructura de las in-
munoglobulinas lo habian convertido
a candidato Nobel varios afos antes.
La ingenieria de los anticuerpos mo-
noclonales constituye, en este caso, un
hito en una trayectoria notable.

sEn que consiste este gran avance?
Simplemente en disecar la respuesta
inmune humoral en sus componentes
individuales de una manera sumamen-
te practica y sencilla.

La respuesta inmune humoral se
puede visualizar como la formacién
de anticuerpos (Ac) contra un antige-
no (Ag) dado por un huésped, natural

o artificialmente contactado por una
sustancia extrafa a su organismo,
normalmente un microorganismo.
Como respuesta a la posible agresion el
sistema inmune reacciona, entre otras
formas, produciendo anticuerpos capa-
ces de reaccionar especificamente con
ese elemento (antigeno) y colaborar
con la neutralizacién y/o eliminacién
del componente extrafio.

Los anticuerpos son proteinas (in-
munoglobulinas), constituidas por
dos cadenas pesadas iguales entre si
(cadenas H), y dos cadenas livianas
(cadenas L), también iguales entre si.
Las cadenas H se mantienen unidas
covalentemente mediante puentes

disulfuro y generalmente, las cadenas
L se unen de la misma forma cada una
a una H. Tanto H como L, estan con-
formadas en segmentos denominados
dominios (Figura 1).

Las cadenas H pueden ser de diver-
sos tipos (a, 8, v, € w) dando lugar a
diferentes clases de inmunoglobulinas
(IgA, IgD, 1gG, IgE e IgM, respectiva-
mente). A su vez, las cadenas L serdn
A o k. Las distintas clases de anticuer-
pos poseen estructuras y propiedades
funcionales especiales. Eventualmente
en toda respuesta de anticuerpo se
pueden generan varias clases de in-
munoglobulinas, adn contra el mismo
determinante antigénico. Algunas
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clases de anticuerpos se asocian en
polimeros para cumplir su funcién.
Otra peculiaridad de estas moléculas,
es que poseen regiones constantes y
regiones variables. La regién constante
recibe ese nombre porque todas las
moléculas de la misma clase poseen
la misma secuencia de aminodcidos.
Variable significa que, adn para Ac de
una misma clase, tales regiones po-
seen diferentes secuencias aminoaci-
dicas. Las cadenas H y L se ordenan
espacialmente de manera que sus
regiones variables se complementan
en una superficie, denominada region
de reconocimiento o paratope, que le
confiere la capacidad de reconocer y
unirse no covalentemente a su antige-
no especifico.

Cualquiera sea el antigeno (organis-
mo entero o componentes del mismo),
es potencialmente capaz de despertar
una respuesta que genera Ac contra
diferentes regiones del mismo, deno-
minadas determinantes antigénicos o
epitopes.

Los anticuerpos son generados por
células linfoides de tipo B que, esti-
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muladas por un antigeno, proliferan
y se diferencian a células productoras
de anticuerpos (plasmocitos), las que
constituyen verdaderas fabricas que
producen y secretan esas inmunoglo-
bulinas, las que podran circular libre-
mente por el plasma y distribuirse en
los liquidos intersticiales del organismo
(Figura 2).

De esta forma el suero del animal
infectado o inmunizado (antisuero) es
heterogéneo desde el punto de vista
inmunoquimico, ya que contiene una
mezcla de anticuerpos especificos para
diferentes epitopes, correspondientes a
distintas clases de inmunoglobulinas.
La composicién inmunoquimica del
suero es variable en el tiempo y de ani-
mal a animal, obviamente imposible
de reproducir y por ende, limitada al
tiempo de sobrevida del huésped.

La genialidad del descubrimiento
de Milstein, fue encontrar una manera
sencilla y rapida de producir células
inmortales capaces de fabricar Ac
contra un antigeno particular.

Su técnica consiste basicamente
en fusionar el linfocito productor de
Ac con una célula capaz de dividirse
de manera continua “in vitro” y de
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ANTICUERPOS MONOCLONALES

producir el anticuerpo expresado por
el linfocito. Las células inmortales son
células de mieloma (células tumorales
de estirpe B) que se dividen permanen-
temente y que por su origen poseen
la maquinaria productora y secretora
de Ac.

Metodolégicamente el ensayo es
muy simple: se homogeneiza el bazo
de un animal estimulado con un Ag
de interés, se mezcla en proporciones
adecuadas con las células de mieloma,
se incuba unos minutos con un agente
fusionante (PEG o polietilenglicol,
por ejemplo), se lavan las células y
se cultivan en un medio adecuado
(Figura 2).

Las células de mieloma fueron ori-
ginalmente seleccionadas para que
no puedan dividirse en el medio de
cultivo selectivo, medio en el cual
las células hibridas (“hibridomas”,
producto de la fusién de un linfoci-
to con una célula mielomatosa), si
pueden crecer. En estas condiciones,
después de unos dias toda célula en
crecimiento es un hibridoma ya que
los linfocitos no fusionados mueren
en unos pocos dias. Posteriormente,
s6lo se requiere examinar la presencia
de Ac de interés en el sobrenadante
de cultivo y asegurarse, mediante un
procedimiento de clonado, que toda
la poblacién de células derive de un
hibridoma Gnico. Estos hibridomas
pueden ser congelados y mantenidos
indefinidamente en condiciones crio-
génicas adecuadas. Cada uno de ellos
queda listo para ser descongelado y
crecido cuando se necesite. El Anti-
cuerpo Monoclonal (AcM) puede ser
purificado a partir de sobrenadantes
de cultivos de pequena o gran esca-
la, del liquido ascitico de animales
inoculados con el hibridoma (el que
por su caracter tumoral crecera en
el huésped fabricando anticuerpos),
o de otras formas de acuerdo a las
necesidades.

Las propiedades y caracteristicas
de los anticuerpos monoclonales son,
como consecuencia, muy diferentes
a las de los sueros policlonales. El
anticuerpo monoclonal es homogéneo
(es una sola especie molecular), serd
siempre igual, corresponderd a una
sola especificidad (reconocerd sélo a
un epitope) y podra producirse inde-
finidamente.

Nuestra experiencia en la produc-
cién y caracterizacion de anticuerpos
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monoclonales se inici6 a fines de los
afios 70 en Inglaterra y se establecié en
el Instituto de Estudios de la Inmunidad
Humoral, Cétedra de Inmunologia de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica.
UBA, a principios de los 80. Muy poco
después comenzamos con la formacion
de un grupo de trabajo (LISIN), en la
Cétedra de Inmunologia de la Facultad
de Ciencias Exactas de la UNLP.

Iniciamos nuestros trabajos produ-
ciendo AcM contra un hapteno en la
linea de los trabajos pioneros del Dr.
R.A. Margni, quien estaba interesado
en establecer los patrones de glicosi-
lacién de los anticuerpos asimétricos o
coprecipitantes, inicialmente descrip-
tos por él. Mediante la produccion de
diversos anticuerpos anti-DNP (AcM
112D5, 112B, etc), pudimos demos-
trar que cada hibridoma es capaz de
producir simultdneamente anticuerpos
normal y asimétricamente glicosilados.
También identificamos los residuos
oligosacaridicos ubicados en las dis-
tintas regiones de estos anticuerpos.
Finalmente, demostramos que esos
oligosacaridos eran los responsables
directos del comportamiento particu-
lar de los anticuerpos coprecipitantes
(AcM 194/2, 194/5, 194/6 y 194/12).
En esta linea ademas del Dr. Margni,
participaron principalmente las Dras,
Laura Morelli, Irina Mathov, Lilian Plo-
tkin y Juliana Leoni, del IDEHU.

En otra serie de trabajos, con los Dres
Margni, Carbonetto, Malchiodi, Zwir-

nery Chiaramonte, entre profesionales
de otros laboratorios, desarrollamos
AcM contra antigenos de Trypanoso-
ma cruzi, que resultaron Gtiles para el
desarrollo de diferentes métodos de
diagnostico (alguno de ellos llegé a
una etapa industrial). También iden-
tificamos mediante el uso del AcM
CAK20.12, a un antigeno de 150 kDa
presente en la membrana del parasito
y que se deposita en misculo estriado,
en la capa muscular lisa del misculo
cardiaco, en la capa muscular estriada
del eséfago y en el misculo liso del
colon, érganos blanco de la afeccién
crénica.

En el IDEHU, nuestro grupo se ha
dedicado principalmente, pero no Gni-
camente, al estudio de la Brucelosis.
En este tema, desarrollamos AcMs para
la identificacion y caracterizacion de
antigenos de utilidad para el desarrollo
de métodos de diagndstico, estudios
de la inmunopatogenia de la infeccién
por Brucella, y para el desarrollo de
vacunas acelulares contra esta bacte-
ria. Como resultado de estos trabajos,
fuimos capaces desarrollar diferentes
sistemas de diagndstico tanto para bru-
celosis humana como de otras especies
animales, tales como bovinos, ovinos,
caninos. En este terreno, generamos
anticuerpos monoclonales que nos
permitieron obtener extractos proteicos
libres de LPS (antigeno CP). Con este
reactivo, desarrollamos ensayos de
ELISA logrando una gran especificidad

Brucelosis

Diagnostico

Proteinas citoplasmaticas totales - CP
Proteina citoplasmatica 18 kD — BLS
Proteina citoplasmatica 24 kD — BRRF
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Figura 3

y sensibilidad para el diagnéstico de la
Brucelosis (Figura 3).

Esta mejora se debe a que el diagnds-
tico serolégico tradicional de la infec-
cion, se realiza con métodos basados
en la deteccién de anticuerpos contra
el LPS de brucelas lisas los que, ademas
de no detectar infecciones por bruce-
las rugosas, dan reactividad cruzada
con otras bacterias, dan lugar a falsos
negativos en algunas etapas, pueden
mostrar titulos positivos en personas
sanas expuestas, etc. El ELISA con CP
nos permitio, ademads, la deteccién con
alta sensibilidad y especificidad de in-
feccion activa en numerosos pacientes
en los que los métodos convencionales
no permitian un diagndstico certero.
Asi mismo, el ensayo mostré ser muy
efectivo en el diagnéstico de brucelosis
en caninos.

También obtuvimos un AcM que
permitié aislar y caracterizar una
proteina de 18 kDa, mas tarde identi-
ficada como lumazina sintetasa (BLS),
que pudo emplearse en diagndstico
y otros estudios bdsicos y aplicados.
Ese descubrimiento, fue la base para
el desarrollo de distintos tipos de
inmundgenos vacunales, incluyendo
proteinas recombinantes multiméricas
(particulas tipo virus), proteinas qui-
méricas e inmundégenos a DNA, que
han mostrado ser protectoras contra
la infeccién brucelar tanto en modelos
experimentales como aplicados a cam-
po. En particular, la proteina quimérica
entre BLS y una porcion de OMP31,
cuya capacidad antigénica relevante
habiamos podido establecer previa-
mente, permitié desarrollar una vacuna
que mostré ser efectiva en un ensayo a
campo realizado con ovejas.

En la Universidad de La Plata, nos
dedicamos a producir y caracterizar
anticuerpos monoclonales destinados
al estudio de reacciones de hipersensi-
bilidad y alergia (especialmente a leche
de vaca), y de intolerancias al gluten
(enfermedad Celiaca), asi como al es-
tudio de enfermedades lisosomales, En
todos estos casos, empleamos diversos
AcMs para el desarrollo de mejores
métodos de diagndstico y aplicacién
a estudios de la inmunopatogenia de
estas afecciones (Figura 4).

Brevemente, obtuvimos AcM con
los que desarrollamos sistemas de
diagnéstico de alergia a leche de vaca
con los que colaboramos en trabajos
de extension con diversos hospitales e
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Aplicaciones en nuestros laboratorios

LISIN - Catedra de Inmunologia
Facultad de Ciencias Exactas -(UNLP)

Estudios de intolerancias

Alimentarias
Alergia a leche de vaca
Enfermedad Celiaca

Inmunidad de mucosas

Enfermedad de Fabry
Figura 4

Desarrollo de
Métodos de diagnostico

Caracterizacion, Identificacion
y Purificacion de componentes
Biologicos

Estudios Basicos

Trabajos de extensién
universitaria

Servicios

instituciones para diagndstico en nifios.
Otros permitieron la caracterizacién
de nuevos alergenos de este alimento
y también, demostrar la presencia de
componentes de reactividad cruzada

entre leche bovina y leche de soja. Esto
es particularmente importante puesto
que la leche de soja es el sustituto mas
habitual de la leche bovina para chicos
hipersensibles, los que con frecuencia

muestra intolerancia a la soja después de
un tiempo de tratamiento sustitutivo. En
este terreno y en colaboracion con otros
grupos especializados en ingenieria
genética y modelado molecular, se ha lo-
grado identificar epitopes de reactividad
cruzada entre estos componentes.

En el estudio de la intolerancia
al gluten, los ensayos realizados en
nuestro laboratorio nos han permitido
desarrollar métodos de alta sensibili-
dad y especificidad para la deteccion
de proteinas de gluten en alimentos
destinados a enfermos Celiacos. Como
se sabe, el Gnico tratamiento disponi-
ble para esta enfermedad es evitar la
ingestién de proteinas de gluten, por
ello el aseguramiento de libre de TACC
(Trigo, Avena, Cebada, Centeno),
en alimentos para estos enfermos es
esencial. Nuestros métodos han sido
aceptados por los organismos de con-
trol y certificacién de alimentos aptos
para Celiacos y han sido transferidos
a diversas reparticiones nacionales
y provinciales para su libre empleo.
Ademads, hemos derivado otros AcM
que permitieron desarrollar eficientes
sistemas para el diagnéstico de la
enfermedad.
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