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INTRODUCCION

Desde el punto de vista operacional, los procedimientos para obtener organismos unicelulares
productores predeterminados de proteinas o péptidos de interés, pueden involucrar manipula-
ciones de nivel molecular (recombinacién y transfeccion de ADN), de nivel celular (fusion de
protoplastos, hibridizacion y transformacion celulares) o una combinacion adecuada de ambos
tipos de tecnologias.

El enfoque molecular implica operar directamente sobre las estructuras quimicas portadoras
de la informacidn genética, las cuales, después de manipuladas del modo conveniente, transfieren
estrictamente la informaci6n deseada a células receptoras apropiadas en condiciones preferen-
ciales de expresion. De esta forma, es posible dirigir y controlar desde el exterior el clonaje y
la expresién de un gen, asi como formular hipétesis y predicciones cuya verificacion experimental
conduce a conclusiones inequivocas, a causa de que se controlan directamente las variables
fundamentales del proceso.

Los procedimientos de nivel celular (células superiores), mucho menos controlables que
los anteriores, dan lugar, sin embargo, a ““construcciones” (hibridomas, hibricitos, protoplastos,
células transformadas), que pueden retener la capacidad propia de procesar informacién con
intrones y de efectuar modificaciones postraduccionales del producto, lo cual haria posible la
produccién de: i proteinas complejas (con varias subunidades); /i. proteinas conjugadas (p. e.,
glicoproteinas) e inclusive; J/ii. mas de una proteina de interés por la misma célula.

Esta concepcion unificadora encierra un propésito generalizador y conforma un marco
conceptual, segin el cual las técnicas de ingenieria genética, hibridizacion y transformacion
celulares, transfeccion de ADN, fusion de protoplastos y otras similares, deben ser consideradas
como variantes a seleccionar o combinar racionalmente para obtener e identificar organismos
unicelulares redisefiados genéticamente para producir proteinas o péptidos cuya expresion es
objeto de interés.

Un enfoque integral como el propuesto nos parece importante porque proporciona una
variedad de opciones metodoldgicas, y propicia una interaccidon muy conveniente entre especia-
listas en ingenieria genética, inmunoquimica, sintesis quimica de nucle6tidos y péptidos,
cultivo de tejidos, virologia y otras ramas afines, en dreas de convergencia interdisciplinaria.
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Los resultados de tal interaccion se aprecian ya en la literatura de los tltimos afios con tecnolo-
gias tan promisorias como el clonaje en células de organismos superiores (Bolon, 1984), la
inmunoprecipitacion de polisomas para obtencion de ARNm (Shapiro, 1981), la sintesis de
vacunas peptidicas (Sela, 1984), la inmunoidentificacion de la expresién de un producto
después del clonaje del gen correspondiente (Young, 1983), y otras.

EL LINFOCITO COMO MODELO DE SISTEMA BIOLOGICO

El linfocito constituye un sistema biolégico con caracteristicas particulares, que permiten
abordar con criterio unitario las diferentes vertientes de aplicacién de la biotecnologia al
trabajo con células de organismos superiores. Esta tendencia, al principio desplazada casi
completamente en favor de los microorganismos del tipo de las bacterias y levaduras, viene
ganando terreno en la medida en que estos tiltimos muestran su alcance real y sus limitaciones.

En efecto, los linfocitos incluyen entre sus importantes funciones la de producir dos tipos de
proteinas con acciones a distancia ; ellas son las inmunoglobulinas y las linfoquinas. Las primeras
se producen en grandes cantidades y son proteinas bien caracterizadas, cuyo papel central en
el sistema inmunitario ha sido establecido desde hace ya décadas. Las del segunda grupo.
quizds no menos importantes, pero si mucho peor conocidas, ejercen efectos intercelulares a
mds corta distancia, los cuales se manifiestan a tan bajas concentraciones que por mucho
tiempo estas sustancias han escapado a los esfuerzos de aislarlas y caracterizarlas.

Las funciones e interacciones de las linfoquinas (Cohen, 1979) han sido estudiadas empleando
preparaciones muy impuras con las que se manifiestan mezcladas y superpuestas. Sélo en la
iltima década esta situacion ha comenzado a variar, al menos para algunos miembros promi-
nentes del grupo (interferén gamma, interleuquina 2, linfotoxinas), gracias a la intervencion de
la ingenieria genética y los anticuerpos monoclonales. El empleo de estos ultimos para el
aislamiento y caracterizacion de algunas linfoquinas (Luben, 1980; Novick, 1983a) constituye
un ejemplo notable de potenciacion y retroalimentacion en la acumulacién de conocimientos
sobre este sistema bioldgico, por el cual los linfocitos B proporcionan las herramientas para
estugliar los productos de los linfocitos T.

HIBRIDOMAS E INTERFERON (IFN)

Los interferones son proteinas de tres tipos moleculares: alfa (leucocitario), beta (fibroblds-
tico) y gamma o inmune (linfocitos T), que se caracterizan porque poseen una potente accién
antiviral mediada por células (por la cual fueron descubiertos), asi como propiedades inmuno-
moduladoras y antiproliferativa tumoral. Con ifidependencia de las posibilidades de aplicacion
clinica, avisoradas ya desde su descubrimiento (Isaac y Lindenmann, 1957) y derivadas de las
propiedades bioldgicas de estas moléculas, es incuestionable el cardcter propulsor (heuristico) y
el papel central que les ha correspondido desempefiar en el desarrollo contempordneo de la
biotecnologia.

La escasa concentracién y pureza de las preparaciones de interferén inicialmente disponibles
y la necesidad de grandes cantidades para su caracterizacion, especialmente para el estudio de
sus efectos biolégicos y clinicos, determinaron que se produjera una rdpida progresién de inves-
tigaciones encaminadas a lograr el incremento de la sintesis del producto, asi como el de la
concentracién y pureza de sus preparaciones. Con estos propésitos se desarrollaron paralela-
mente dos vertientes de trabajo, la primera de ellas orientada a estimular la sintesis por las
propias células productoras y purificar el interferén por métodos convencionales a partir
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de grandes cantidades de preparaciones crudas enriquecidas en el producto (Cantell, 1981 a y b;
Bodo, 1981; Leong, 1981).

La segunda variante consistié en un enfoque esencialmente nuevo: el clonaje de genes de
interferon humano, en bacterias propagables in vitro en grandes cantidades, asociados a fuertes
promotores que aseguraran una intensa expresion (Pestka, 1981), empledndose para la purifi-
cacion (Staehelin, 1981 a; Allen, 1982) inmunoadsorbentes preparados con anticuerpos mono-
clonales obtenidos segiin la tecnologia de hibridizacion (fusién) linfocitaria (Kohler y Milstein,
1975).

Las técnicas de fusion celular para la obtencion de heterocariones y células hibridas son
conocidas y se utilizan desde hace mds de veinte afios. Por ejemplo, la segregacion sistematica
de los cromosomas humanos por generaciones sucesivas de células hibridas humarno x ratén, ha
sido un procedimiento muy empleado para la asignacion a un cromosoma especifico de genes
cuya traduccién fenotipica desaparece cuando es segregado el cromosoma portador. Sin
embargo, solamente en la ltima década la tecnologia de la hibridizacion celular se ha divulgado
profusamente en el mundo, a partir de los trabajos de Kohler y Milstein, que presentan por
primera vez un procedimiento prictico y efectivo para la produccion in vitro e in vivo de
inmunoglobulinas con especificidad predeterminada.

El método propuesto por Kohler y Milstein, hoy ampliamente utilizado en numerosos paises
en innumerables variantes y versiones, consiste esencialmente en la obtencién de linfocitos B
esplénicos de ratones (e. g., Balb/C) previamente inmunizados y su fusién con células de una
linea de mieloma de ratén (p.e., X63.Ag8 ; Sp2; P3U1 ; etcétera), productora de tumor ascitico,
no productora de ihmunoglobulinas y deficiente en la enzima hipoxantina-guanina fosforibosil
transferasa (HGPRT"). De este modo se logra la inmortalizacién in vitro de células hibridas
linfocito B/mieloma (hibridomas), productoras de inmunoglobulinas especificas (anticuerpos
monoclonales) contra epitopes individuales del antigeno con el que fue inmunizado el raton.
Estos hibridomas, al quedar completados con genes linfociticos producen HGPRT y adquieren
la capacidad de crecer en el medio selectivo HAT letal para células HGPRT ", siendo aislados y
cultivados independientemente para asegurar que cada colonia o clon proceda de una sola
célula hibrida (clonaje).

De los hibridomas obtenidos, segin se ha descrito, se seleccionan los productores de las
inmunoglobulinas deseadas, los cuales se cultivan in vitro, o se inoculan al raton para producirles
un tumor ascitico y obtener, en los sobrenadantes de los cultivos o en los liquidos asciticos, los
anticuerpos monoclonales correspondientes con caracteristicas invariables, reproducibles y bien
definidas en cuanto a tipo, especificidad, afinidad, etcétera. A causa de las condiciones sefia-
ladas, estos verdaderos ‘“‘reactivos inmunoquimicos” se utilizan como herramientas de trabajo
con propdsitos analiticos y preparativos en la identificacion, purificacidén, cuantificacién y
caracterizacion de diversas moléculas bioldgicas y resultan especialmente (tiles para el estudio
de sustancias, que como el interferén, manifiestan gran actividad con pequeiiisimas concentra-
ciones presentes en los tejidos o en los liquidos en que se excretan o distribuyen hacia los sitios
efectores.

HIBRIDOMAS E HIBRICITOS

Por extensioén del concepto de hibridoma surge el de hibricito, que al igual que los primeros,
se obtendrian por fusién de dos células de linaje comtn, dando lugar a células hibridas en las
que cada parental aporta genes que por complementacion pueden determinar en el hibrido
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caracteristicas tales como la produccion de una proteina, la perpetuacion como linea, la tumori-
genicidad, la capacidad de crecer en medios selectivos, etcétera. Es posible, ademds, incorporarles
otros genes por transfeccion, transformacion o recombinacion de ADN.

Con arreglo al modelo propuesto cabe suponer, que si se dispone de lineas celulares estable-
cidas que acepten como coparticipe de fusiéon células compatibles especializadas en la produc-
cion de determinadas proteinas (p. e., células productoras de insulina, de hormona del creci-
miento, de renina, etcétera), se pudieran lograr hibridos celulares estables que conserven el
cardcter productor y que se reproduzcan in vitro o in vivo indefinidamente. De este modo, los
hibridomas podrian ser considerados como un tipo particular de hibricitos secretores de inmuno-
globulinas especificas.

Conforme ha sido posible inmortalizar por hibridizacion los linfocitos B, manteniendo intacta
y aun estimulando su funcién como productores de anticuerpos, es también posible suponer
que los hibridomas sean capaces de perpetuar otras funciones del linfocito. Si el coparticipe de
fusion fuera un linfocito T seria razonable esperar, segiin este modelo, que el hibridoma resul-
tante sea capaz de producir, por ejemplo, interferén gamma o interleuquina 2. Evidencias de
este tipo han aparecido recientemente en la literatura y son comentadas en este trabajo.

Segin los antecedentes expuestos, ademds de la fundamentacién tedrica existen ya resultados
experimentales que permiten considerar los hibridomas (y por extension, los hibricitos), no
s6lo como proveedores de anticuerpos monoclonales, sino también como una via alternativa
para la produccién de otras proteinas de interés. Una vez mds, los interferones han proporcio-
nado un modelo de inestimable utilidad, al demostrarse que al menos uno de ellos, el tipo
gamma, puede ser producido por hibridomas especialmente disefiados para ese proposito
(Le, 1982).

ANTICUERPOS MONOCLONALES VS ANTIGENOS MINORITARIOS

Una problemadtica especial estd representada por la obtencién de anticuerpos monoclonales
contra proteinas y péptidos bioactivos cuyos efectos se manifiestan, en condiciones normales,
con cantidades muy pequeiias del producto (p. e., del orden de los nano o picomoles). Este
puede ser el caso de ciertas hormonas, linfoquinas, interferdn, factores de crecimiento, etcétera,
que con frecuencia en las preparaciones disponibles para inmunizar el componente de interés
tiene una representacion minoritaria (p.e., menos del 1%), en relacién con el resto de las
proteinas. En estos casos se presentan dificultades adicionales a las habituales, tanto en la
etapa de inmunizacién como en la de identificacién de clones de células hibridas productoras
de inmunoglobulinas especificas, puesto que la obtencién de estos tiltimos se convierte en un
evento de baja probabilidad.

En experimentos de fusion realizados a partir de animales inmunizados con diversos esquemas
y distintas preparaciones con mayor o menor representatividad de un componente minoritario,
ha sido necesario probar cientos de colonias antes de encontrar alguna productora del anticuerpo
monoclonal deseado. Es una experiencia comin en estos casos que un experimento en el que
se logra alta frecuencia de fusién y numerosas colonias de hibridomas con buen crecimiento,
resulte completamente iniitil, puesto que ninguna de ellas produce la inmunoglobulina que se
busca.

La obtencion de una o de unas pocas colonias positivas generalmente no resuelve el problema
en el orden practico por situaciones como las siguientes: i Algunos hibridos pueden perder
el cardcter productor; ii. Algunos anticuerpos monoclonales pueden exhibir una afinidad
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muy baja, inconveniente para ELISA, o muy alta, indeseable para preparar inmunoadsorbentes;
ifi. Una especificidad muy elevada puede limitar la utilidad del anticuerpo monoclonal a la
deteccion de s6lo una entre las diversas variantes moleculares de un antigeno, mientras que una
especificidad pobre puede determinar reactividad cruzada con otros componentes que seria
util poder diferenciar; iv. Para un ELISA tipo “sandwich” se necesitan al menos dos anticuerpos
distintos contra diferentes epitopes, si éstos no se repiten en el antigeno ; v. Algunos anticuerpos
pueden resultar ldbiles ante manipulaciones inmunoquimicas necesarias.

Por otra parte, la prueba de los sobrenadantes de los hibridomag (pesquisaje) para la seleccion
de los que producen las inmunoglobulinas especificas que interesan, resulta a menudo otro
aspecto critico, por la necesidad de recurrir al empleo de métodos indirectos, lentos y laboriosos
o pruebas de inhibicién de la actividad bioldgica, que suelen tener alta sensibilidad, pero baja
reproducibilidad y son afectadas por muchas fuentes de error. Adicionalmente, puede suceder
aun que el antigeno contra el cual se quieren generar anticuerpos monoclonales sea pobremente
inmundgeno por tratarse de una molécula pequefia, ampliamente distribuida en animales supe-
riores y con relativa homologia estructural entre especies. El hecho de que, pese a las circuns-
tancias adversas referidas, en varios casos ha sido posible obtener anticuerpos monoclonales
contra antigenos minoritarios, es demostrativo de las poderosas posibilidades de la tecnologia
y de que es factible encontrar soluciones a esas dificultades.

Los problemas expuestos no son excepcionales ni privativos de algin modelo particular, sino
mds bien frecuentes y compartidos, al menos parcialmente, por otros sistemas. Por ejemplo,
una situacion semejante se presenta cuando se desea obtener una respuesta contra antigenos
virales, inmunizando con macerados de tejidos o células infectados, en los que el bulto de
proteinas procede de las células hospederas y no del virus.

Las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales en el estudio de proteinas y péptidos
bioactivos minoritarios, han sido y seguirdn siendo de gran utilidad a los efectos de deslindar
las acciones especificas de otras introducidas por contaminantes presentes en el sistema, asi
como para producir inmunoadsorbentes con los que se logran en pocos pasos de purificacion
preparaciones de clevada pureza y concentracion. Renunciar a enfrentar los problemas que
estos sistemas plantean implica comprometer la posibilidad de servirse de las ventajas unicas
que los anticuerpos monoclonales aportan en el estudio de estas importantes moléculas bioldgicas.

ANTICUERPOS MONOCLONALES (AMCs) ANTI-IFN

Los interferones se ajustan tipicamente a las caracteristicas referidas para sustancias que
se sintetizan en cantidades mirimas y exhiben su actividad biol6gica a partir de muy pequeiias
concentraciones. Aunque en ellos inciden en mayor o menor grado las dificultades discutidas
en relacion con los antigenos minoritarios, varios grupos en el mundo a partir de 1980, han
reportado la obtencién de anticuerpos monoclonales contra los tres tipos de interferén (ver
tabla 1). Elestudio de estas moléculas ha resultado significativamente favorecido desde entonces
por el uso de los anticuerpos monoclonales, cuya utilidad en diversas aplicaciones analiticas y
preparativas en este campo (Staehelin, 1982) puede ser justamente enfatizada.

En nuestro laboratorio hemos obtenido un clon de hibridomas productor de inmunoglobu-
linas anti-interferén, a juzgar por la inhibicién que éstas producen del efecto protector del inter-
feron sobre la accion citopitica y citolitica del virus mengo inoculado a un cultivo de células
HEP 2. Para la inmunizacion se utilizé interferdn alfa leucocitario (1,2 x 108 y 5 x 107 U/mg
proteina) obtenido por el método de Cantell (1981 ay b) y sometido a electroforesis preparativa
en bloque de gel de poliacrilamida (1 x 11 x 12 cm) para lograr la preparacién mds pura.



NI ewwed

(IN) "pP¥T UMD
"[0TIU0)) puE SpIEpUEIS

sepeq Igz U0 OpE[aAdl £ odrononue (s150p/10 90T - 0T) 0PEd Nl “Jotd 103 "3suf "1EN
-o1d )¢ op seansod seruood 91 ‘opg uo9 ugneidioardounum] -ijund squourerored ewures NLIf rwured-nue (Y86 1) L23vapy
wepl SJUBUIQUIOIAI T B13q NAT  NAI-®1eq-Hue (9 £86T) y2110N
W31 ‘2981
‘1D3] seunngofounwy] ‘sepeq O1dH od NAI
-01d 0Q#1 op seansod seruojod 6z wop]  opeoyund osupfowoy BwWeS NA| Bwures-nue (® €86T) you0ON
operadnoar N 4] "09180[01q oAesua
sep A BpIOE UQIOEIOOSI( “odianonjue O1dH opeoyund “jo1d (]o®IST) "1SU] UBWIZId M
-eqoid 479 ap seanrsod seruojoo ¢ *opg uod uomejidivardounuuy Sw/n g0T X T OWEI000MS NAT  NAI-BJfe-nue (Z861) yo1d0N
eI (ezond ap opeID ‘1Y
WEI aseo rUInqOSounuuu] -[}UB PEPIAIOE op UQEZIEnNSU o8 ‘oprlonjuod orod oUpIA ‘Yuo) NAI
"seanjisod setuojod 97 Iod [enpIsaI NI 9P UOREUIULINS(  opeoyund OWe000na] Bwwesd NAT eurures-nue (z861) 1eddayysofy
WS1 seoeyd sp uorBW ‘[nze esoreydas
250 BUTN@O[Sounwiu] 'Seprusiqo -10J 9p UQIOINDAI OABSUS NAJ 9P e oprun (“jo01d w/n g0T X L) (9:]) HQWO ‘Touydsiolg
seanisod seruofod ‘o eiroder oN [BITAT}UR PEPIANOR op uowIqQIyu]  uojer rod 3 1 oproyrnd ®19q NAT NAI-e19q-TIUY (1861) j2ddayyo0H
soanyisod (ezIng-vSM)
SEWOpLIqIY QIF0] OU NJJ 9P Igz; - uojer Sj-jue 300y BT-UBWIjOH
%] > UOD UQIBZIUNWU] ‘SEpEq  ofouod 9p 8] U0d ope[eAsI A BpIos T30} BUIsj0Id B 9p %(0Z-ST (OTdH (£861) BYIs9g
-o1d ST op seansod seruojoo g1 988 B OpIun NJJ 91q0s uomellg Iod opeoyrind) owreyooona] NI  NJ[-ejfe-nue (0 £q°e 1861) Uijayav1s
sewosodn (z861) sImay
us (12303 "jo1d e[ p%1°Q) (z861) 1uaIne]
153] eurmqgoSounuiuy NAI 19p IR[N[eo1JUE UOId0E B[ 9p A Suw/n 0T X € (esue) 1w (erouelJ) majseq ‘Isuj
vARIsod BIUO[0D [ [BIIATUE 0399)9 [3p UQWEZIEIINAN rod opeoyund) OLEIR0OMSI NI  NAI-BjTe-Bue (0861) L21usr1U0
(¥861) Men UM
(z861) 2qwod0]g
(T861) UMY
031 asepo 91 BJe (uoroeredard (1861) Ies10]y
“(ZMN opeunIOUap BWIOPHQIY) ougwInY UQISIINUL 3P TeNAlUR zofow ef) 301d 3W/N , 01 X $'T (In) ‘1019 ‘1N "q®T AW
sepeqoid g op eAnIsod eruo[oo | PEPIANOE B[ 2p UOIBZI[ENINAN ‘(em[eweN) SpIoISEIqOUTI NAT  N.II-ejre-hiue (1861 ‘0861) 424238
SaU0IID L350 A SPPDIIAIAP (oruawwpunyf) UQIDLIUIIU0D ‘Dzound ‘vppajdws  prp1oyf1oadsy sipd £ ugroni1Isul

spaysod SpIOjOD 3P OLIUWNN

oppzijiin afpsinbsad ap opoigW

vorupSounuul uo1avivdadd

oup ‘(*fa4) saioiny

(Y861 3 AYIWAIDIA VISVH) SOAVINOdTE NAIMH-IINY SHTVNOTIONON SOLHANIIINY

T B9l



Hibridomas, IFN y Biotecnologia

En el experimento cuyos resultados se muestran en la figura 1, las condiciones han sido
escogidas para que, con excepcion de los pozuelos que se toman como controles del efecto viral,
cada uno de los restantes pozuelos de una placa de cultivo portador de una monocapa de células,
reciba unas diez unidades de interferon previamente incubado con muestras de los sobrenadantes
de hibridomas productores de las inmunoglobulinas cuya capacidad de inhibicion del efecto
protector del interferdn se desea probar. En las placas se introducen también controles positivos
y negativos en los que las muestras de sobrenadantes se sustituyen respectivamente por una
dilucién adecuada de un suero convencional de conejo anti-interferén y por una canfidad
equivalente de sobrenadante de un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal de espe-
cificidad irrelevante con relacion al interferon.

FIG. 1. Pesquisaje de hibridomas productores de inmunoglobulinas (Igs) anti-IFN, Foto de la placa e identi-
ficacién de las posiciones. 1. Control de células solas; 2. Control negativo (sobrenadante de hibridoma
productor de Igs. inespecificas; 3. Control positivo (dilucién de suero de conejo anti-IFN); 4. Sobrenadante
de hibridoma productor de Igs. anti-IFN. No aparece en la foto el control del efecto viral en ausencia de
IFN que est4 fuera del sector fotografiado.

Después de incubadas las muestras y los controles con el interferén durante dos horas a
379C, y 12 horas a 4°C, se centrifugan a 104 g durante 20 min, y los sobrenadantes se trans-
fieren a los pozuelos de la placa donde se incuban a 379C con la monocapa de células durante
24 horas en atmosfera de CO, al 5%. En los casos en que el pretratamiento descrito no modi-
fica la cantidad o actividad de interferdn, este ltimo protege las células de la lisis que produce
la adicién posterior de unas cien dosis infectivas del virus en cada pozuelo, exceptuando los que
se toman como controles de células sanas.

En el proceso de revelado de las placas, las células que se mantienen indemnes porque no
han sido inoculadas con el virus (control de células sanas) o porque han sido protegidas del
virus por accién del interferén (controles negativos), fijan fuertemente el colorante cristal
violeta que se les afiade en solucién, mientras que no toman color las células dafiadas por el
virus porque no se puso interferon en el pozuelo (controles del efecto viral), o porque el inter-
ferén que se puso fue inactivado o precipitado por la presencia de anticuerpos especificos
(controles pdsitivos o sobrenadantes que contienen inmunoglobulinas anti-interferén).
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INMUNIZACION CON IFN Y PESQUISAJE DE AMCs ANTI-IFN

En las publicaciones sobre el tema es facil identificar dos problemas principales a resolver
de algin modo, para incrementar las posibilidades de éxito en la obtencion de anticuerpos
monoclonales anti-IFN. El primero de ellos estd representado por la dificultad de inmunizar
con preparaciones no solamente impuras, sino en las que ademds el IFN aun después de varios
pasos de concentracion y purificacion puede tener una representacion inferior al 1% de la
proteina total. El segundo problema lo constituye la seleccién del método de pesquisaje a
emplear para la deteccion de las colonias de células hibridas productoras de inmunoglobulinas
especificas contra este antigeno.

La impureza relativa de las preparaciones utilizadas para la inmunizacion y el procedimiento
empleado para realizarla son aspectos decisivos en cuanto a las posibilidades de éxito de un
experimento de fusion para obtencion de anticuerpos monoclonales anti-IFN. Diversosenfoques
experimentales han sido empleados en este sentido, siendo nulo o muy escaso el nimero de
colonias positivas obtenidas cuando en los primeros. trabajos aparecidos (Secher, 1980; Morser,
1981; Montagnier, 1982; Staehelin, 1981) se utilizaron preparaciones de interferon leucocitario
o linfoblastoide (Namalwa) con el grado de pureza habitual para uso clinico (10° - 107 U/mg
proteina).

Con la experiencia de los resultados de estos primeros trabajos, otros autores (Staehelin, 1981;
Novick, 1982; Hochkeppel, 1981, 1982; Novick, 1983 a y b) decidieron realizar varios pasos de
purificacién por distintos procedimientos para aumentar la actividad especifica de IFN en sus
preparaciones a niveles entre el 15% de la proteina total hasta la completa homogeneidad. En
varios de estos trabajos se emplearon procedimientos de HPLC y de absorcion sobre matrices selec-
tivas, con lo cual lograron preparaciones en las que el IFN ya no era un componente minoritario.

Resulta también de mucha importancia el esquema de inmunizacién empleado en relacién
con el tipo y las caracteristicas del anticuerpo monoclonal que se obtiene. En este sentido
priacticamente cada autor preconiza uno u otro esquema, lo cual hace pensar que alin predomina
el empirismo en estos procedimientos. Para antigenos solubles parece prevalecer el criterio de
utilizar esquemas rdpidos de inmunizacion con reactivaciones a corto intervalo empleando muy
pequefias cantidades del inmundgeno y sacrificando precozmente el animal a fin de obtener
mayor diversidad en la respuesta. Hemos utilizado con éxito un esquema consistente en 2-3
inyecciones de la preparacion de interferdn en PBS sin adyuvante, con intervalos de 2-3 dias
entre ellas, por la vena de la cola, para un total de 200 ug de proteina durante 1-3 semanas,
hasta detectar la primera respuesta de produccién de anticuerpos,

Por otra parte, la calidad del método de pesquisaje utilizado como criterio de seleccion de
las colonias positivas, define el destino de todo el trabajo'y el esfuerzo invertidos hasta la
obtencién de los hibridomas. Un procedimiento de pesquisaje 6ptimo deberia ser simple,
rapido, controlado, sensible, especifico, reproducible y preferiblemente 'un micrométodo
automatizado.

En efecto, un micrométodo automatizado, simple y rdpido, requiere una pequeia cantidad
de muestra y permite el pesquisaje de numerosas colonias en poco tiempo. Su sensibilidad,
ademds, deberd ser suficiente para asegurar la deteccién de pequeiias cantidades de inmuno-
globulinas producidas por colonias de crecimiento ain incipiente y la presencia de controles,
asi como la especificidad y reproducibilidad del método, dardn credibilidad al resultado dismi-
nuyendo la probabilidad de falsos positivos y negativos. El cardcter inequivoco del procedi-
miento, por dltimo, evitard situaciones intermedias y ambigiiedades que dificultan la decisi6n.

8
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Diversas e ingeniosas variantes de pruebas de neutralizacién de la actividad bioldgica, ELISA,
RIA, coprecipitacion con un segundo anticuerpo, determinacion de actividad residual, adhesion
a fases solidas, etcétera, han sido utilizadas para evidenciar la produccion de anticuerpos mono-
clonales anti-IFN por los hibridomas obtenidos (ver tabla 1).

USOS DE AMCs ANTI-IFN. DIFICULTADES QUE PERSISTEN

La obtencién de preparaciones de anticuerpos monoclonales anti-interferén Utiles para su
aplicacion prictica con propdsitos analiticos y preparativos, no ha resultado una tarea sencilla
ni puede considerarse completamente concluida en el momento actual, pues aunque varios
laboratorios han reportado la obtencion de hibridomas productores de inmunoglobulinas
especificas y en el mercado estdn disponibles preparaciones comerciales con distintas calidades
y especificidades, persisten todavia un nimero de problemas que han determinado que su
empleo no se haya generalizado como cabria esperar a juzgar por la apremiante necesidad que
existe de estos productos.

Los anticuerpos monoclonales y policlonales (Berg, 1981) para la purificacion de interferén
por cromatografia de afinidad, se han ido imponiendo progresivamente a pesar de que la dispo-
nibilidad de preparaciones adecuadas de estos inmunorreactivos es escasa y a muy elevado
precio (sobre todo cuando se preparan cantidades importantes de inmunoadsorbentes), y que
se ha comprobado, ademds, cierta contaminacion del IFN purificado con cantidades minimas
de inmunocomplejos e inmunoglobulinas de ratén que se desprenden durante la elucién
(Yonchara, 1981).

Aun persiste, sin embargo, la necesidad de que se generalice el uso de procedimientos inmu-
noquimicos de alta sensibilidad capaces de sustituir definitivamente, en sus aplicaciones rutina-
rias, al ensayo bioldgico, por ser este dltimo vdlido sdlo para las condiciones, dificilmente
estandarizables, en que se efectiia la determinacién, y confiable s6lo cuando es posible repetirlo
suficientemente para obtener valores con significado estadistico, razones que explican la pobre
reproducibilidad y comparabilidad de las determinaciones cuantitativas de IFN efectuadas por
los miiltiples laboratorios que trabajan la temdtica en diversos lugares del mundo.

Recientemente se han comenzado a ofertar en el mercado combinaciones de reactivos para
determinacion de interferones alfa y gamma cuyos fabricantes reclaman para sus productos
niveles de sensibilidad comparables al ensayo bioldgico, gran especificidad para el tipo de IFN
que detectan y falta de reconocimiento de moléculas inactivas de IFN (Pestka, 1983), que ha
sido una dificultad presente en varias preparaciones de anticuerpos monoclonales reportadas*.
Si estas caracteristicas se confirman, probablemente se hayan resuelto los principales problemas.

HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE IFN GAMMA

La obtencion de hibridomas de células T productores de interferén gamma sugiere una nueva
dimension para la tecnologia de la hibridizacion celular como alternativa de caricter mds
general para la produccion de organismos unicelulares con caracter(sticas y comportamiento
productivo predeterminados.

* Ha sido propuesto en un articulo reciente (Hermodsson, 1984) un procedimiento inmunobiolégico para
determinacidn de IFN que debe detectar solamente moléculas activas pero mantiene los problemas sefia-
lados a los ensayos biolégicos.
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En efecto, a finales de 1982, Junming Le ef al. reportaron la produccién de hibridomas a
partir de linfocitos T periféricos de sangre humana estimulados con ConA, por fusién con
células de una linea mutante resistente a la 5-tioguanina, no productora de IFN y derivada
por irradiacién de una linea clonada de linfoma T cutdneo humano. Varios de los hibridomas
asi obtenidos y especialmente el denominado L265 y sus subclones demostraron capacidad
productora de IFN gamma cuya actividad antiviral fue neutralizada por antisueros especificos.
Niveles de 1330 U/ml de medio sobrenadante fueron producidos espontineamente y hasta
16 veces esa cantidad por induccion con 12-0-tetradecanoil phorbol 13 acetato. Ademds del
gamma IFN algunas otras linfoquinas como TCGF y factor estimulante de colonias aparecieron
como componentes menores en los sobrenadantes de algunos cultivos de hibridomas de células
T, resultados similares para la interleuquina 2 y otras moléculas inmunorreguladoras habian
sido previamente reportados (Okada, 1981).

CONCLUSIONES

Este trabajo no constituye una revision exhaustiva, sino analitica y selectiva sobre el tema.
Hemos preferido presentar una vision critica un tanto fuera de lo convencional de las relaciones
hibridoma/interferén y su significado en el contexto de la biotecnologia contempordnea,
limitando las referencias bibliogrdficas a las consideradas imprescindibles. Los interferones y
los linfocitos han sido presentados como sistemas biolégicos, molecular el uno y celular el otro,
que proporcionan modelos adecuados para una concepcion integral de los procedimientos
biotecnoldgicos fundamentales.

La tecnologia de hibridizacion linfocitaria no sdlo ha servido para la produccion de anti-
cuerpos monoclonales ttiles para el estudio de los interferones, sino que hibridomas de linfo-
citos T han mostrado capacidad propia de produccion de considerables cantidades de interferon
gamma. Si este comportamiento pudiera demostrarse para otros sistemas celulares, los “hibri-
citos” resultantes constituirian una alternativa ventajosa para la produccion de ciertas proteinas
complejas y conjugadas.

Aunque unos cinco grupos de trabajo han reportado la obtencién de anticuerpos monoclo-
nales contra los tres tipos de interferén, y aunque tanto la purificacién con inmunoadsorbentes
como las determinaciones con métodos inmunoquimicos ultrasensibles son necesidades urgentes
y procedimientos de eleccién para las investigaciones en este campo, la mayoria de los trabajos
que se publican actualmente emplean métodos convencionales para estos fines, lo cual se debe
a la escasa disponibilidad y elevados precios de los inmunorreactivos necesarios, asi como a
que subsisten algunas dificultades técnicas con estos materiales, como por ejemplo, la sobresti-
macién del producto por la presencia de poblaciones moleculares inactivas bioldgicamente,
pero reactivas inmunoldgicamente.

A mds de un lustro del comienzo de las investigaciones para el desarrollo de anticuerpos
monoclonales anti-interferén, ain no se ha generalizado el uso de los procedimientos inmuno-
quimicos que los emplean, a pesar de la evidente necesidad de que se impongan como métodos
de eleccidon. Las primeras dificultades estaban relacionadas con el cardcter minoritario del IFN
en las preparaciones disponibles para inmunizar y los complejos procedimientos para el pesqui-
saje de hibridomas productores de estas inmunoglobulinas.

La actual disponibilidad de preparaciones puras de interferones naturales y recombinantes
en cantidades adecuadas para inmunizar, hace presumir que en breve estardn accesibles para
uso general preparaciones de anticuerpos monoclonales y policlonales monoespecificos con la
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calidad y caracteristicas necesarias para resolver definitivamente las dificultades de la purifica-
cién, cuantificaciéon y caracterizacion de los interferones en beneficio de las investigaciones
que en este campo se realizan en multiples laboratorios de diversos paises.

Algunas abreviaturas utilizadas ocasionalmente: IFN(s) = interferén(es); AMC(s) = anticuerpo(s) monoclo-
nal(es); ELISA =enzyme linked immunosorbent assay; RIA = radio inmuno ensayo; HPLC = cromatografia
liquida de alta eficiencia; ADN = 4cido desoxirribonucleico; ConA = concanavalina A; TCGF = T cell
growth factor; leu-IFN = interferdn alfa leucocitario; Hu-IFN = interferén humano ; MAB(s) = monoclonal
antibodies.
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