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INTRODUCCION

En el afio 1984, Georges Kohler y Cesar Milstein recibieron el premio Nobel de Medicina y
Biologia por las investigaciones que condujeron a la obtencion de anticuerpos monoclonales
(AcM) de especificidad predeterminada, y al descubrimiento de los principios bdsicos de su pro-
duccion controlada,

Los AcM son inmunoglobulinas homogéneas secretadas por clones celulares derivados de una
tinica célula, capaces de proliferar en cultivo y/o propagarse en animales genéticamente compa-
tibles o inmunodeprimidos. Estas células se ““construyen™ hibridizando linfocitos B normales y
células tumorales de igual origen, transfectando oncogenes a linfocites, o mediante la infeccion
de estos con determinados virus, La alta especificidad de los AcM y la posibilidad tecnoldgica
de su produccion en grandes cantidades, han convertido a estos reactivos inmunolégicos en una
herramienta fundamental de la biomedicina y las ciencias biologicas modernas.

Los AcM se emplean ya para la definicion de subpoblaciones celulares, ei tipaje de antigenos
de tejido v grupos sanguineos, la deteccion de niveles de hormonas y otros factores séricos, el
diagndstico de las enfermedades infecciosas y parasitarias, la demostracion de daros tisulares,
la deteccién de sustancias mutagénicas, toxinas, y drogas, v la facilitacion del trasplante de
Organos y tejidos (McMichael y Farre, 1982: Lerner, 1984; Phillips v Zodda, 1984: Ortho,
1985; Scott, 1985). En disciplinas especificas como la oncologia, los AcM son valorados en la
actualidad como un elemento relevante en la busqueda de una mayor especificidad diagndstica
y terapéutica (Damjanov y Knowles, 1983; Oldham, 1983: Davies y Rao, 1984; Poynton y
Reading, 1984: Carter, 1985).

En la investigacion mds fundamental, los AcM se han utilizado en el estudio de las enzimas
(Vora, 1985), la determinacion de la estructura de los antigenos (Pollock et al., 1984), la detec-
cibn y andlisis de los productos génicos (Kennet et al., 1980), y el estudio de la arquitectura y
funcion celulares (Lin et al,, 1984): la conjugacion de AcM a matrices adecuadas ha permitido
el desarrollo de potentes métodos inmunoquimicos de purificacion de diversas moléculas
(Petska er al., 1984),

El impacto practico de los AcM ha provocado que ellos se conviertan en un elemento impor-
tante del mercado biotecnoldgico actual y perspectivo (Anénimo, 1979: Andnimo, 1983;
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Kennet ¢t al., 1984a: Nash, 1985). Un estimado reciente de la ONUDI (UNIDO Secretariat,
1984) augura que en el ano 1990 los AcM para el diagndstico m rvirro e in vive, la terapéutica
y la investigacion, se comercializardn en el orden de los miles de millones de ddlares.

En este articulo se revisan las caracter(sticas principales de los AcM. sus formas de obtencion
y aspectos relativos al impetuoso avance de esta tecnelogia en los dltimos anos. Al final, se
hace una breve resena del desarrollo actual y perspectivo de esta biotecnologra en Cuba,

ANTISUEROS POLICLONALES Y ANTICUERPOS MONOCLONALES

Antisueros policlonales convencionales

En la inmunologia bdsica v en la aplicada se ha venido trabajando durante muchos anios
sobre la base de los resultados de las reacciones antigeno-anticuerpo. empleando antisueros
policlonales obtenidos por métodos convencionales a partir de la sangre de animales inmuni-
zados. Estosantisueros han sido, v son, utilizados para identificar, purificar v detectar enzimas,
hormonas y drogas, v han servido como marcadores de diferentes tipos celulares,

Los antisueros convencionales son una mezcla heterogénea de anticuerpos, aun cuando estén
dirigidos contra un misme determinante antigénico v en muchos casos no poseen la suficiente
especificidad y sensibilidad que requieren la experimentacion vy ensayos de la inmunologia
moderna: su cardcter agotable hace dificil la repetibilidad necesaria para muchas de sus posibles
aplicaciones diagnosticas y terapéuticas (Scott, 1985).

Al ser inoculado un animal con un antigeno particular, los diferentes determinantes antigé-
nicos (“epitopes” si se conocen detalles de su estructura) seran reconocidos por todas aquellas
estirpes (clones) de linfocitos B que hayan sido condicionadas durante el desarrollo de la
especie para responder ante estas determinadas estructuras moleculares, produciéndose conse-
cuentemente un conjunto de inmunoglobulinas con diferente afinidad, clase v subclase.

Cada célula B fabrica un solo tipo de inmunoglobulina y se ha estimado que el repertorio
necesario de anticuerpos estd en el rango de los 10 a los S0 millones, calculindose que un
determinante antigénico puede ser reconocido por unos 1 000 a 8 000 anticuerpos diferentes
(Leder, 1982: Lerner, 1982). Pero cuando se analiza la respuesta real del animal a un antigeno,
el organismo produce solo una muestra al azar de su repertorio, que habitualmente es de entre
5 y 10 tipos de anticuerpos mayoritarios contra cada determinante (Kohler, 1976).

Estas especies de inmunoglobulinas pueden ser distintas para un mismo animal que se desan-
gra en diferentes momentos, y mds aun si se comparan con aquellas producidas por un segundo
animal frente al mismo antigeno. Todo ello ejemplifica el porqué es practicamente imposible
fabricar antisueros idénticos contra un mismo determinante, y su suplemento estd limitado por
la propia vida del animal con el cual estos se preparan.

Los antisuerus policlonales presentan también reactividades cruzadas, imposibles de resolver
cuando alguno de los determinantes relevantes del antigeno con que se inmunizé posee una alta
homologra estructural con los de otro antigeno.

Anticuerpos Monoclonales

Los problemas de falta de heterogeneidad y reproducibilidad de los antisueros convencio-
nales podrian ser resueltos mediante una preparacion estable y reproducible de anticuerpos
uniformes, con especificidad, afinidad y clase conocidas, que tendria que ser elaborada a partir
de las moléculas producidas por solo una estirpe de células B. Estas células deberfan también
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ser capaces de propagarse de manera continua y controlada, sin perder la propiedad de secretar
las inmunoglobulinas de interés, con vistus a garantizar su asequibilidad permanente.

La posibilidad practica de lograr esta idea se encontrd cuando Kohler y Milstein inmortali-
zaron linfocitos B de ratdn. productores de anticuerpos especificos, mediante su hibridizacion
con mielomas de cultivo (Kohler y Milstein, 1975). El **hibridoma™ formado por la fusion de
ambas células hereda del linfocito B parental la especificidad para el anticuerpo secretado, y de
la célula de micloma la capacidad para la propagacién indefinida en cultivo o en el animal, ast
como el fenotipo para la alta seerecion de inmunoglobulinas,

Una vez seleccionadus aquellos hibridomas que secretan el anticuerpo de interés, la mono-
especificidad de la preparacion de inmunoglobulinas se garantiza mediante la propagacion de
solo una de estas células, cuva progenie —clon  producird anticuerpos idénticos. En la practica,
las inmunoglobulinas monoclonales son cosechadas del sobrenadante de los cultivos de hibrido-
mas o del fluido ascitico provocado por el crecimiento tumoral intraperitoneal de estos en
animales genéticamente compatibles.

Los AcM son reactivos homogéneos y totalmente reproducibles. En la actualidad existen
posibilidades tecnologicas que garantizan su produccion en las cantidades que demanda su
utilizacion,

En virtud de que cada AcM reconoce un Gnico determinante antigénico, es posible seleccio-
nar aquel que identifica exclusivamente la estructura molecular de interés, evitando las reactivi-
dades cruzadas caracteristicas de muchos antisueros. De esta forma, las reactividades cruzadas
inesperadas se deberdn exclusivamente a la presencia de secuencias aminoacidicas idénticas, o
muy similares, en proteinas no relacionadas con el antigeno en cuestion (Nigg e al., 1982).

Con AcM se han podidu definir antigenos o determinantes antigénicos que no habran sido
identificados con anterioridad mediante antisueros policlonales, por ser débilmente inmuno-
génicos en el animal. Tal ha sido el caso para un conjunto importante de antigenos asociados a
tumores (Davies vy Rao, 1984,

Por ultimo, es posible fabricar AcM con caracteristicas y funciones predeterminadas. Las
formas de seleccion de los hibridomas permiten escoger aquellos que secretan anticuerpos con
mayor o menor afinidad. isotipos particulares de inmunoglobulina, capacidad de fijacion de
complemento, etcétera,

Los AeM no pueden reproducir enteramente ¢l comportamiento observado con las prepara-
ciones policlonales, que estdn compuestas por varios isotipos de inmunoglobulinas con diferen-
tes afinidades y anticuerpos contra varios de los determinantes del antigeno de interés. Ello
hace que los antisueros convencionales exhiban una cierta homogeneidad de comportamiento
en diferentes técnicas inmunoligicas.

Las preparaciones de AcM pueden manifestar distinto funcionamiento en ensayos inmunolé-
gicos de diferente tipo, en dependencia de las caracteristicas de la interaccion del par AcM-
epitope y de las alteraciones en afinidad que pueden producirse cuando los anticuerpos se unen
a matrices o fases sOlidas. Las preparaciones de AcM pueden también cambiar su comporta-
miento si el antigeno se somete a distintos tratamientos. Por tltimo, es posible encontrar
diferentes funcionamiento v efecto biologico de los AcM en condiciones in vitro e in vivo
(Davies v Rao. 1984 Falkenberg ¢f «l., 1984; Scott, 1985).

Por otra parte. y en ¢l caso de las hibridizaciones conducidas con linfocitos de ratén y rata,
es muy frecuente. la obtencion de AcM de la clase 1gG; esto, unido a la idéntica afinidad y
monoespecificidad de los AcM contenidos en las preparaciones, hace que sean poco itiles en
las técnicas de precipitacion.
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Una forma de solucionar los referidos problemas es la “ingenieria de policlonales™, s decir,
la combinacion controlada de uiferentes AcM contra un antigeno, hasta lograr una preparacion
que posea las propiedades requeridas.

Anticuerpos monoclonales de hibridomas

En la mayoria de los laboratorios del mundo, los AcM se producen a partir de hibridomas
generados por fusion de linfocitos y miclomas. El lector puede consultar un volumen impor-
tante de textos y revisiones con los detalles tedricos y practicos de la generacion de hibridomas
y la produccion y purificacion de los AcM (Kennet ¢r al, 1980: Cold Spring Harbour Lab.,
1980: Fazekas de St. Groth y Scheidegger, 1980: Galfré y Milstein, 1981: Hammerling ¢t al.,
1981: Kohler, 1981: Hurrel, 1982: Mitchell y Dettgen, 1982: Waldmann y Milstein, 1982;
Allison y Tom, 1983: Goding, 1983: Campbell, 1984: Kennet ¢r al,, 1984: Morgan, 1984:
Engleman ¢t al., 1985). Los pasos bisicos para la generacion de hibridomas B de raton y rata
se esquematizan en la figura 1.
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En sintesis, los animales son ‘nmunizados con el antigeno de interés mediante un esquema
muy dependiente de si este es soluble, en particulas o celular. Para los antigenos pobremente
inmunogénicos, estos pueden acoplarse a moléculas de fuerte reactividad inmunoligica que
actien facilitando su reconocimiento. Para la inmunizacidon con antigenos selubles v particu-
lados se emplean adyuvantes completos e incompletos y las vias mds utilizadas son la subcuta-
nea y la intraperitoneal, o ambas.

Para los antigenos celulares se utiliza frecuentemente la inmunizacién intraperitoneal
o endovenosa, en soluciones balanceadas de sales Tanto en uno como otro caso, después
que el esquema de inmunizacion produce titulos adecuados en los animales, estos se inyectan
con una tltima dosis de ‘“amplificacion” cuyo objetivo es reclutar a la proliferacion un
namero grande de linfocitos B. para proceder a la fusién entre dos y cuatro dias después,
cuando las células B se encuentran en estado blastico y son capaces de hibridizarse
exitosamente.

Los linfucitos se obtienen habitualmente del bazo, por su alto contenido de estas células,
v se mezclan con células de mielomas en cultivo, preferentemente en proporciones de 10:1 6
5:1, para ser sometidos entonces al proceso de hibridizacion por fusion. La forma mds difun-
dida para lograr la fusion entre las células es la adicion de polietilenglicol (PEG) al “botdn™
celular producido por la centrifugacion de linfocitos y mielomas.

Los PEG empleados tienen pesos moleculares entre 1 000 y 6 000, pero la mayoria de los
trabajos se realizan con PEG 1 500 y 4 000, y en concentraciones de 35 a 50 por ciento. Por
su cardcter toxico y por las diferencias entre lotes, los PEG deben ser verificados previamente
para su eficiencia de formacion de hibridos. Existen algunas diferencias en cuanto a tiempo y
formas de incubacién de las células con el PEG, pero parece ser fundamental un maximo acorta-
miento del periodo en que las células estin en presencia del PEG, con vistas a prevenir efectos
citotoxicos, sin afectar la eficiencia de fusion.

Una vez sometidos al proceso de hibridizacion, los linfocitos no fundidos pereceran por su
incapacidad de reproducirse in vitro, pero los mielomas sin hibridizar y las construcciones no
deseadas (hibridos mieloma-mieloma), que pueden competir ventajosamente con los hibridomas
linfocito-mieloma recién creados en cuanto a metabolitos, espacio, etcétera, se eliminan en un
medio de cultivo selectivo donde solo sobrevivan y proliferen los hibridomas. Para ello se
utilizan en la fusion mielomas deficientes en la enzima hipoxantina-guanina fosforibosil trans-
ferasa (HGPRT), que es esencial para que las células puedan emplear la hipoxantina del medio
como fuente de purinas,

El medio de cultivo se suplementa con hipoxantina, timidina y aminopterina (medio HAT) v
las células de mieloma no fundidas y los hibridos mieloma-mieloma, que son deficientes de
la HGPRT, son eliminados en presencia de la aminopterina por su incapacidad de utilizar la via
de “‘salvacion™ para la sintesis de nucledtidos ante el bloqueo de la via natural “endogena’ que
produce este compuesto. En este medio selectivo solo sobreviven y proliferan aquellos hibri-
domas a los cuales el linfocito parental haya aportado el gen para la HGPRT.

Las células recién fundidas se siembran en placas de microtitulacion, siendo conveniente
utilizar densidades a las cuales la probabilidad de aparicién de mas de un hibridoma sea baja
(la frecuencia de hibridos es de aproximadamente 1 en 100 000 células fundidas). Ello favore-
cera que los cultivos no provengan de una mezcla de diferentes hibridos.

En esta etapa de la técnica se adicionan células “‘alimentadoras”, o los sobrenadantes de sus
cultivos, cuyo papel es aportar al medio factores estimuladores de la proliferacion, que aumen-
tan la eficiencia de generacion de hibridos y favorecen su crecimiento clonal inicial.
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Una vez que las colonias de hibridomas cubren aproximadamente ?/; del drea total de creci-
miento, se pasa al ensayo de los sobrenadantes para detectar la presencia de los anticuerpos
deseados. Existen muchas formas de tamizaje. pero las mds empleadas son la inmunofluores-
cencia indirecta, el radioinmunoensayo, el ensayo inmunoenzimitico de fase solida y la micro-
citotoxicidad.

Los elementos comunes a cualquiera de las técnicas que se empleen deben ser: ensayo previo
de su utilidad para la deteccion de AcM, sensibilidad adecuada, rapidez en los resultados y posi-
bilidad de maultiples muestras. En una fusion corriente (100 millones de linfocitos y 10-20
millones de mielomas), se pueden obtener entre 250 y 1 000 cultivos de hibridomas. Se sobre-
entiende que las caracteristicas anteriores son imprescindibles para que pueda atenderse adecua-
damente el cultivo de las células.

Una vez identificados los cultivos secretores se pasa al clonaje repetido de las células de
interés, que asegura el cardcter monoclonal de las inmunoglobulinas producidas, v a su posterior
expansion para la conservacion mediante criopreservacion y la produccién masiva de AcM.

Como se habia mencionado antes, los AcM pueden ser producidos mediante el cultivo masivo
de los hibridomas, o a partir del fluido ascitico producido por la propagacion de estos en la
cavidad peritoneal de animales genéticamente compatibles o inmunodeprimidos. En la purifi-
cacion de los anticuerpos a partir de estas fuentes, pueden emplearse diferentes tipos de croma-
tografia cuya seleccion estd muy en dependencia del uso a que se destine el AcM v del isotipo
de inmunoglobulina de este. Las cromatografias que emplean matrices de intercambio i6nico
tienen un alto rendimiento y conservacion de la actividad biologica de los anticuerpos: también
se utilizan las cromatografias de afinidad, gel filtracion, adsorcidon o combinaciones de estas,
Los contaminantes mds comunes de los AcM en el sobrenadante de cultivos convencionales y
el fluido ascitico son la albimina y la transferrina: en el caso de ascitis también se pueden
encontrar inmunoglobulinas contaminantes de especificidad desconocida y enzimas proteoli-
ticas. El objetivo final para el cual se empleard el AcM define el grado de pureza que deben
tener las preparaciones; para su use en matrices de afinidad con vistas a la purificacion de
antigenos y en sistemas de diagnéstico i vitro, es suficiente de 50 a 75 por ciento, pero para la
preparacion de anticuerpos conjugados y con vistas a ensayos terapéuticos, este valor se incre-
menta hasta 98-99 por ciento.

AVANCES RECIENTES EN LA TECNOLOGIA

La extraordinaria utilidad de los AcM ha estimulado el progresivo desarrollo de la propia
tecnologia relacionada con su obtencion. En los poco mds de diez aitos que han seguido al
descubrimiento de Kohler y Milstein, se han producido avances técnicos significativos que han
aumentado la eficiencia en la generacion cuantitativa y cualitativa de hibridomas especificos,
asi como la produccion masiva para el consumo.

Generacion de hibridomas B especificos

Se han obtenido mielomas de ratéon y rata en cultivo, incapaces de sintetizar y/o secretar
inmunoglobulinas propias (Kearney et al., 1979: Shulman et al,, 1978; Bazin, 1982). Estas
lineas celulares permiten que el Unico anticuerpo secretado por el hibridoma sea aquel coman-
dado por el linfocito B normal parental. Por otra parte, la asequibilidad de miclomas de otra
especie diferente al ratén hace posible la generacion de AcM contra determinantes antigénicos
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poco inmunogénicos en este animal, y amplia las posibilidades de obtencion de reactivos
monoclonales,

También se ha trabajado en la seleccion de nuevas Iineas de mieloma y donantes de linfocitos
que posean mutaciones favorables, para una mds eficiente obtencion de hibridomas secretores.
Un ejemplo reciente son los hibridomas producidos fundiendo células de mieloma deficientes
en la enzima adenosina fosforribosil transferasa (APRT), con linfocitos esplénicos de ratones
que tienen la traslocacion cromosGémica Robertsoniana 8,12,

En este caso se ha logrado combinar a los genes para APRT y de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas en el mismo cromosoma, de forma que en el medio selectivo solo crecerdn
los hibridos que producen inmunoglobulinas (método THT o Taggar! Hvbridoma Technology).
Ello incrementa el rendimiento de hibridos secretores de anticuerpos en unas 3-10 veces y
elimina el problema del sobrecrecimiento de revertantes que han perdido la capacidad para
producir anticuerpos (Taggart y Samloff, 1983),

También se han obtenido miclomas y lineas linfoblastoides humanas adecuadas para la cons-
truccion de hibridomas humano-humano y la produccion de AcM humanos (Kozbor y Croce,
1985 Larrick y Foung, 1985), sobre lo que se tratard especificamente mds adelante.,

Se han logrado importantes avances en los modelos y técnicas de inmunizacion. Desde el
punto de vista de la forma de inmunizacion se han desarrollado métodos con vistas a:  inmu-
nizar con antigenos poce inmunogénicos (Lane et al, 1986), obtener anticuerpos contra
determinantes especificos de un antigeno (Atassi, 1986) y la produccion de AcM del tipo IgA
(Coldwell ¢r al.,, 1986). La inmunizacion intraesplénica anica (Spitz, 1986) es atrayente por el
tipo de inmunoglobulina producida y la rapidez con que se ejecuta la fusion. Por Gltimo, la
introduccion y el desarrollo de procedimientos de inmunizacién primaria y secundaria in vitro
(Jonak y Kennet. 1984: Hoffmann y Hirst, 1985: Boss, 1986: Reading, 1986) han reducido
el tiempo de inmunizacion a solo unos 4-6 dias y permiten mantener concentraciones definidas
del antigeno durante la inmunizacion, ensayar el efecto de varias citoquinas, muestrear el
cultivo durante el curso del experimento y producir anticuerpos contra antigenos susceptibles
de supresion o tolerancia in rivo. En el caso de la produccion de AcM humanos, las dificultades
inherentes a la inmunizacion /n 1iveo hacen que la inmunizacion in vitro se perfile como una de
las soluciones principales a su obtencion en la practica (Dorfman, 1985).

Existe una larga seric de articulos con procedimientos y estrategias para incrementar la
eficiencia de generacion de hibridomas especificos y simplificar la obtencion de clones de hibri-
domas. Entre los mds relevantes estd el desarrollo de los métodos eléctricos de fusion, que
aumentan extraordinariamente la eficiencia de generacion de hibridomas (Zimmermann et al.,
1985). La combinacion de este procedimiento con métodos para la preseleccién de linfocitos
especificos para el antigeno, previa a la fusion, hace posible aumentar la eficiencia de generacion
de hibridomas secretores de anticuerpos contra el antigeno (Fox et al., 1982).

También se han reportado formas de seleccionar y clonar los hibridomas en un solo paso,
mediante la siembra de células recién fundidas en medio gelificado con metilcelulosa (Davies,
1986). De esta forma, los clones de hibridos pueden ser independizados desde los inicios de la
técnica.

Anticuerpos monoclonales biespecificos

En los ultimos afos se han abierto también nuevas posibilidades relativas a la calidad y
especificidad de los AcM producidos. Un ejemplo de ello es la generacion de AcM biespecificos
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(Suresh er al., 1986). Lstos anticuerpos pueden producirse mediante la fusion de un hibridoma
secretor de un monoclonal determinado y un linfocito de un animal inmunizado para otro
antigeno, o entre dos hibridomas. Para esto es necesario introducir caracteristicas de seleccion
en el o en los hibridomas (p.e. sensibilidad al HAT y a la ouabaina) con vistas a que solo sobre-
vivan las “construcciones’ deseadas.

Asi. si se hibridizan dos células productoras de anticuerpos, la “construccion™ resultante
expresa co-dominantemente las cadenas pesadas y ligeras de ambos parentales. Las regiones
variables y constantes de cada cadena se encuentran en una Unica unidad transcripcional y de
esta forma permaneceran en el “*hibrido-hibrido™. Ello produce un nimero de especies mole-
culares, de las cuales aquella proveniente de la asociacion al azar de las cadenas pesadas, pero
con asociacion totalmente restringida de cadenas ligeras, dard los rendimientos mejores de AcM
biespecificus.

Como cada unidad bdsica de inmunoglobulina posee dos sitios de combinacion, una propor-
cion de los AcM secretados por los “hibrido-hibridos” serdn capaces de reconocer los dos anti-
genos. Los AcM biespecificos capaces de reconocer antigenos microbianos y células efectoras
de la respuesta inmune pueden representar una nueva via de estudiar y valorar el papel de la
respuesta inmunologica celular en las enfermedades infecciosas.

Los AcM biespecificos que reaccionan con antigenos asociados a tumores y drogas citostd-
ticas comienzan a estudiarse como nuevas formas de terapia antitumoral (Corvalin et al):
por ultimo, estos anticuerpos abren nuevas posibilidades para el desarrollo de sistemas inmuno-
enzimdticos homogéneos y acoplamientos funcionales de anticuerpos con otras moléculas,
sin necesidad de afectaciones estructurales de los primeros (Suresh ez al., 1986).

Produccion masiva de AcM

Todo el desarrollo relacionado con la obtencion de AcM ha estado vinculado desde sus
inicios con aquel relativo a la produccion masiva de estos para satisfacer la demanda de su uso.
Esta produccion tuvo, desde sus inicios, una fuente importante en los animales: la introduccion
de los irritantes intraperitoneales para la generacion de grandes voliumenes de ascitis tumoral
por la propagacion de los hibridomas murinos en ratas y ratones (Hoogenrad ¢f al., 1983) fue
un paso esencial en la asequibilidad de AcM, pues las concentraciones de estos en el fluido
ascitico puede llegar a ser 100 veces superior a la que se obtienen por los métodos convencio-
nales de cultivo estacionario (Duff, 1985).

Estos resultados han estimulado la valoracion de nuevas sublineas de ratones hibridos, de
costo inferior a la Iinea parental BALB/c, pero con similares rendimientos en términos de
anticuerpos producidos (Brodeur y Tsang, 1986) v la busqueda de nuevos procedimientos
para la propagacion de los hibridomas murinos (Witte y Ber, 1983: Mueller ¢f al,, 1986). Por
ultimo, se han producido también AcM humanos en animales inmunodeprimidos, mediante la
propagacion de los hibridomas humanos en la cavidad peritoneal (Truitt ef al,, 1984: Kozbor
et al,, 1985).

A pesar de las ventajas innegables de los animales para la produccion de AcM, las exigencias
en cuanto a cantidad y calidad que se han generado por la demanda de estos reactivos con fines
diagndsticos y terapéuticos, han provocado el desarrollo de la tecnologia para el cultivo masivo
de hibridomas y la produccion, a partir de los sobrenadantes de estos, como una alternativa de
menos costo y mayor efectividad (anonimo, 1983).

Se han introducido en la prictica, y con gran éxito, tecnologias para el cultivo masivo de
los hibridomas con vistas al “‘escalado™ de la produccion de AcM de origen murino y humano.
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Entre estas estdn: el uso de reactores de burbujeo y agitacion, los sistemas de cultivo mediante
perfusion por fibras huecas y cartuchos de ceramica, y la microencapsulacion (Hanisch y
Larrick, 1985). Algunus de estos sistemas ya hacen posible el escalado de la produccion hasta
el nivel de kilogramos, y garantizan las calidades necesarias para la utilizacién de los AcM en el
diagndstico, la inmunoafinidad y el tratamiento de pacientes (Birch, 1985: Duff, 1985).

Estos trabajos se complementan con aquellos relativos a la confeccién de medios para el
cultivo de hibridomas, con un bajo contenido de suero o proteinas. Tales formulaciones, entre
las que ya se incluyen medios quimicamente definidos, permiten no solo una disminucion de
los gastos causados por el uso de suero en los medios de cultivo, sino que también ofrecen
mejores condiciones de partida para la purificacion de las inmunoglobulinas monoclonales
producidas (Murakami ¢f al., 1982: Cleveland er al., 1983; Kawamoto et al., 1986:; Kovar y
Franez, 1986: Vélez et al., 1986).

Purificacion de AcM

Todo este desarrollo productivo estd asociado al relativo a la purificacion de las inmuno-
globulinas. La asequibilidad de inmunoglobulinas monoclonales ha conducido a la rapida
adaptacion de procedimientos de purificacion ya conocidos, y al desarrollo de nuevas matrices
cromatograficas (Bruck ef al., 1982: Langone, 1982 Stanker ¢t af., 1985). El aumento en la
demanda de AcM ha conducido progresivamente al disefio de verdaderos sistemas integrales
para el procesamiento de grandes voliimenes de ascitis 0 medio metabolizado vy su purificacion
sin alteraciones importantes de actividad biologica (Malm, 1985; Ostlund, 1986: Boonekamp
y Pomp, 1986: anénimo, 1986).

GENERACION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS
MEDIANTE OTROS METODOS

Si bien la hibridizacion de linfocitos y mielomas sigue constituyendo el principal procedi-
miento para la obtencion de anticuerpos monoclonales, existen otras técnicas potencialmente
utilizables para la produccion controlada de anticuerpos especificos; entre estas estan: a) el
cultivo continuo de linfocitos B: b) la transformacion directa de las células productoras de anti-
cuerpos mediante virus u oncogenes; y c¢) el clonaje y expresion de los genes responsables de
la sintesis de las inmunoglobulinas,

Cultivos continuos de linfocitos B

En trabajos recientes se han descrito y empleado factores de crecimiento y de diferenciacion,
que estimulan a las células B en reposo hacia la division y maduracion (Cambier, 1986), pero
no se ha podido prevenir de una forma efectiva la diferenciacion terminal letal.

Los intentos de establecer cultivos continuos de linfocitos B normales para la produccion
de AcM no han sido eficientes, pues estas células perecen luego de producir cantidades limitadas
de anticuerpos. En cambio, es posible propagar clones de linfocitos B humanos en cultivo si
se infectan con el virus de Epstein Barr (Crawford, 1985). Estos linfocitos “inmortalizados™
secretan pequenas cantidades de anticuerpos y constituyen, hoy dra, una de las variantes para
la generacion de cultivos secretores de AcM humanos.

La “inmortalizacion” de células B ha sido lograda también mediante la transfeccion de
ADN tumoral, portador de oncogenes, a células de bazo de raton (Jonak y Kennet, 1984a).
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Este método, si bien nu estd ampliamente difundido, puede constituirse en uno de relativa
importancia futura, a causa de su efectividad.

Clonaje de genes de inmunoglobulinas

Los métodos basados en el clonaje de los genes que codifican para las inmunoglobulinas,
poseen hasta el momento varios serios inconvenientes: la frecuencia de células B que secretan
el anticuerpu deseado es extremadamente baja en el organismo, lo que hace dificil, si no impo-
sible, obtener cantidades suficientes de los ADN requeridos, y obligan a realizar tales trabajos
a partir de hibridomas. A este problema se suma aquel relativo a los procesamientos pustrans-
cripcionales y al ensamblaje de la compleja estructura de las inmunoglobulinas, que impiden
la expresion de los genes en células inferiores (Teng et al., 1985),

Aun asi recientemente se han clonado los genes de las zonas variables de las cadenas ligeras
v pesadas de AcM de raton, a partir de c-ADN de hibridomas, y luego de una adecuada insercion
en plismidos. se han transfectado a mielomas de raton, junto a los genes para las zonas cons-
tantes de inmunoglobulinas humanas (Boulianne er al., 1984). Las células transfectadas secre-
tan entonces AcM quiméricos”, que poseen la especificidad del anticuerpo de raton, v a la
vez. son poco reconocidos como extrafios por el humano al tener la region constante, compa-
tible con esta especic,

Ademas del caso de los AcM quiméricous, que pueden constituir un elemento importante
en la terapéutica humana con AcM, se prevén otras areas de fuerte sinergismo y complementa-
cion entre las tecnologias de hibridomas y ADN recombinante; el aislamiento de las secuencias
de ADN que codifican para AcM relevantes, su clonaje y la insercion cercana de nuevas activi-
dades v funciones que no posec el anticuerpo original (segmentos de ADN que codifiquen para
modificadores de la respuesta biologica, enzimas. toxinas, eteétera), darra lugar a nuevos conju-
gadus recombinantes, que podrian remplazar los conjugados “quimicos™ de hoy dia (Neuberger
ctal. 1984).

ANTICUERPOS MONOCLONALES HUMANOS

El mteres por la produccion de AcM humanos tiene, al menuos, tres motivaciones principales:
a) el empleo de inmunoglobulinas monoclonales en el tratamiento de pacientes: b) ¢l reconoci-
miento de detalles de la estructura antigénica no percibidos por los AcM de raton o ratal y
¢) el conociniento de los mecanismos de la respuesta iumoral humana v, especiticamente, =i
relevancia en el caso del cancer, las enfermedades autoinmunes y los procesos alérgicos.

La naturaleza murinag de la mavorrg de los AcM cxastentes linuta su utilizacion en la tera-
péutica humana a causa del reconocimiento mmunolégico de estas inmunoglobulings por el
organismo, v el desarrollo de una respuesta gue puede acarrear etectos colaterales indeseables v
algun peligre en 2l curso del procediniento terapéutico (Buck er ¢l 1984: Kozkor v Croce,

1985). Con ACM de origen humano, a pesar de que pueden sér reconocidos comuo extranos por

el sistema inmunoldgico de un individuo, es Je esperar que la respuesta no deba ser tan tuerte
comu la prevista para los AcM de ratdon o rata. Aparte de st menor antigenicidad, fos AcM
humanos deben poseer un catabolismo mus fenty

Los AcM numanos son producidos en fa ectualidad a partiv de hibridomas murmo-humano

v humane-humano, asi como mediante lo mmortalizacion de linfocitos B con ¢l virus de Lpstein
Barr (1 BV,

[0
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Estas técnicas tienen una primera dificultad en la fuente y estado de los linfocitos a hibridizar.
Los linfocitos humanos pueden ser obtenidos de la sangre periférica, los ganglios linfiticos, las
amigdalas y el bazo. En la seleccion de alguna de estas fuentes estin implicados factores,
tanto éticos como de la propia respuesta inmunologica ante el antigeno en cuestion (Dorfman,
1985). Asf, en no todos los casus es posible realizar inmunizaciones (Larrick, 1985) o tomar
fa muestra a partir de la poblacion linfoide que supuestamente estd mas vinculada anatomica-
mente a la respuesta ante cl antigeno de interés.

Una posible solucion perspectiva a estas dificultades estd en la utilizacién de la ya referida
inmunizacion in vitro con linfocitos humanos, y el empleo de técnicas de preseleccion de célu-
lus con la especificidad requerida y procedimientos de fusién mas eficientes (Hoffmann y Hirst,
1985; Fox et al,, 1982: Dorfman, 1985).

La segunda dificultad para la produccion de AcM, al menos por las técnicas de hibridizacion,
estd en la asequibilidad de lineas celulares adecuadas para la fusion. Si bien los miclomas de
raton se obtienen a partir de animales inyectados intraperitonealmente con aceite mineral, y
son facilmente cultivables, los mielomas humanos no se adaptan in ritro con igual facilidad,
y luego, no es comin encontrar Iineas con altas cficiencias en el proceso de hibridizacion
(Kozbor y Croce, 1985: Larrick y Foung, 1985). En la produccion de AcM se han empleado
mielomas o lineas linfoblastoides, en cuyo tltimo caso se tienen evidencias de que en su origen
puede estar implicado el EBV.

Existen solo unos pocos verdaderos mielomas humanos en cultivo, que se distinguen por
su produccion de inmunoglobulinas monoclonales idénticas a las que posera ¢l paciente de que
se derivaron, asi como por la ausencia de receptores de superficie para el EBV: de tales miclo-
mas, el clon J3/8K0-007 es uno de los mds evaluados como pareja de fusion (Olsson v Brams,
1985). Estas células crecen lentamente y su eficiencia de generacion de hibridomas es baja.
Entre las Iineas linfublastoides que expresan el antigenv nuclear del EBY (EBNA). las mds
ensayadas en la hibridizacion han sido las GM1500 6TG-A11 v la LICR-LON-HMy2 (Korbor
y Croce, 1985),

Con estas lineas se han obtenide AcM humanos contra varios tumores malignos, que incluyen
gliomas, cincer de muma de cervix v melanoma. sarampion, influenza, pneumococus, cyto-
megalovirus, bacilus Gram negativos, células de los islotes pancredticos, ADN, pluguetas, eritro-
citus, antigenos nucleares v otros (Olsson y Brams, 1985: Kosbor y Croce, 19851 Chiorazzi, 1986),

Algunos mvestigadores han intentado resolver el problema de la produccion de AcM huma-
nos con la construccion de hibridomas murino-humano, donde los linfocitos B humanos sun
fundidos con lineas de mielomas de raton o de rata (Foung et gl 1985). bl mayor probleniu
de estos heterohibridomas es que lus clones generados pierden su capacidud de secretar inmuno-
globulinas con motivo de la rdpida segregacion v exciusion de los cromosomas hunraaos,

Se conoce que los genes que codifican para las cadenas pesadas humanas estan en el cromo-
Son precisamente
estos ultimos los que se segregan v excluyen con mavor frecuencia {Koszbur v Croce, 1985),
A pesar de este inconveniente. se hun podido generay heterohibridomas ratdn-humano estables
que secretan AcM humanos contra: el antrgeno de Forssman, células tumorales humanas

soma 14 vy los de las ligeras Chappa v lainhda) en los cromosomas 2 v 22

de cdncer mamuario de pulmon, el toxoide tetdnico, el toxoide dittérico v la hemocianing
{Chiorazzi, 1986,

Por dltimo, es posible cenerar célulus secretoras de AeM humanos mediante la infeccion
de linfocitos B con el EBV La inteccion con este virus produce una estimulacion policlonad
v la produccion de céluias capaces de mantenerse en cultivo continuo (Crawford, 1983,
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En virtud de que los linfocitos inmortalizados por estos métodos secretan bajas cantidades de
anticuerpos y son relativamente inestables para esta propiedad, varios grupos han propuesto y
llevado a cabo la hibridizacion de clones de estos linfocitos, productores de AcM, con mielomas
humanos v murinos: los hibridos asi construidos producen varias veces mds anticuerpos y
permanecen estables (Roder ef af., 1985).

Existen ya muchos ejemplos de AcM generados de células B “inmortalizadas™ con el EBV,
gue se emplean o evallan para procedimientos diagnasticos: entre ellos estdn los AcM contra
el virus de la intluencza, Clamvdia, Plasmodion falciparum, nucleoproteinas y eritrocitos de los
grupos A v D, También existen AcM contra el toxoide tetdnico, cincer de pulmon, Myeo-
bacterium leprae y antigenos HLA, producidos por la fusién de Iineas de linfocitos inmortali-
zados por el EBV, con mielomas de ratén (Chiorazzi, 1986).

No uobstante, existe todavia alguna reticencia al empleo de AcM humanos generados por
esta via cn la terapéutica, a causa de la posible presencia de ADN viral en las preparaciones.
Para resolver esta dificultad se han disefiado esquemas de purificacién que reducen considera-
blemente este riesgo (Crawford, 1985); existen ya ensayos terapéuticos controlados, en pacien-
tes de cancer colorectal. donde se utiliza un AcM humano obtenido a partir de una linea linfo-
blastoide generada por transformacion con EBV. Estos AcM humanos del tipo IgM son produ-
cidos en cultivo masivo y su aplicacion a pacientes no ha producido trastornos (W. Hanna,
comunicacion personal).

LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES EN CUBA

Los AcM han revolucionado los métodos diagndsticos, terapéuticos e investigativos con
basc inmunologica. Ello los ha convertido. junto al clonaje y expresion de genes, en una acti-
vidad fundamental de los laboratorios biotecnologicos y biomédicos de los sectores privado,
universitario y estatal en muchos pafses.

A partir de 1982, en Cuba varios grupos comenzaron de manera casi simultdnea programas
estables de generacion de hibridomas B de raton para la obtencién de AcM. Los primeros AcM
reportados e introducidos en la practica fueron los generados contra linfocitos T humanos
(Garcia er al., 1984), el interferén alfa (Sierra er al., 1983) y la alfafeto proteina (Otero et al.,
1984 ). producidos en el Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia, el Centro de Inves-
tigaciones Biologicas y el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, respectivamente.
A cuatro anos de aquellos primeros esfuerzos, la tecnologia se ha difundido a varias otras msti-
tuciones v el reperforio de AcM generados y en uso en diversos trabajos de diagnostico ¢ inves-
tigacion sobrepasi la treintena,

En 1957, ¢s de esperar que una cantidad importante de nuevos AcM sea evaluada para su
entrada en lu prdctica. Junto a ello, diferentes grupos estdn profundizando en aspectos bdsicos
de la tecnologra, tales como la produccién de AcM humanos, la inmunizacion in rvitro, el
cultivo masive de hibridomas, la derivacion de nuevas lineas de ratones para la propagacion de
hibridomas, la generacion de anticuerpos monoclonales biespecificos, etcétera, v se investigan
nuevas formas de empleo de estos biorreactivos, ya sea aislados o conjugados con toxinas,
drogas. radioisotopos y enzimas,
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