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PALABRAS CLAVE Resumen

Inmunidad humoral; Introduccién: Los anticuerpos monoclonales son una poderosa herramienta para el diagnos-
Anticuerpos tico de laboratorio y un instrumento cada vez mas utilizado en el tratamiento de diversas
monoclonales enfermedades.

Desarrollo: El descubrimiento y caracterizacion de los anticuerpos tiene una larga historia,
que es la de la propia inmunologia. En este articulo se hace una introduccion historica sobre la
inmunidad humoral hasta el hallazgo de los anticuerpos monoclonales y se revisan conceptos
relativos a la estructura y funciones de los anticuerpos, asi como a la generacion de diversidad,
activacion y maduracion de los linfocitos B. Se mencionan las principales técnicas de produccion
de anticuerpos monoclonales y se enumeran algunas de sus aplicaciones en patologia humana.
Conclusiones: Los anticuerpos monoclonales han producido desde su descubrimiento una revo-
lucion de gran calado en el diagnostico y el tratamiento de numerosas enfermedades. La
utilizacion de anticuerpos monoclonales humanizados y humanos ha mejorado notablemente
su tolerancia. La tecnologia actual de fabricacion de estos anticuerpos permite nuevos disefios
que pueden ampliar sus posibles aplicaciones en medicina.
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antibodies Introduction: Monoclonal antibodies are a powerful tool in laboratory diagnosis and are increa-

singly used in the treatment of several diseases.

Development: Antibody development and characterization has a long history and goes back to
immunology itself. The present article provides a historical introduction to humoral immunity
until the discovery of monoclonal antibodies and reviews concepts relating to the structure and
function of antibodies, as well as to the generation of diversity, activation and maturation of B
lymphocytes. The main techniques for producing monoclonal antibodies are outlined and some
of their applications in human disease are described.
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Conclusions: Since their discovery, monoclonal antibodies have revolutionized the diagnosis
and treatment of numerous diseases. The use of human and humanized monoclonal antibodies
has markedly improved their tolerability. Current technology for manufacturing these antibodies
allows new designs that may broaden their possible applications in medicine.

© 2010 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccioén

El descubrimiento y caracterizacién de los anticuerpos tiene
una larga historia, que es la de la propia inmunologia, y se
remonta a finales del siglo xix. En esa época, los microbio-
logos estudiaban los mecanismos de defensa del organismo
contra los agentes microbianos, en particular contra las toxi-
nas bacterianas. Von Behring y Kitasato sentaron en los anos
noventa del siglo xix las bases de la inmunidad humoral al
descubrir que el suero producia sustancias que antagoniza-
ban toxinas como la diftérica o la tetanica. Ehrlich, a finales
de siglo, consolido la idea de que las toxinas generaban anti-
toxinas séricas que se comportaban segun las leyes de la
quimica; las células de la sangre eran capaces de producir
unas cadenas laterales que reaccionaban frente a las toxi-
nas de manera especifica como una llave con su cerradura’.
Por las distintas propiedades de reaccionar las antitoxinas
se denominaban de varias maneras: aglutininas, opsoninas,
etc.

En los anos treinta del siglo xx Landsteiner, el descubri-
dor del sistema ABO, identifica todas esas funciones y las
centra en una sola molécula, los anticuerpos, y al tiempo va
sustituyéndose el nombre de toxina por el de antigeno. Afos
mas tarde, este mismo autor, junto con Pauling, desarrolla la
teoria instruccionista de formacion de los anticuerpos, seglin
la cual los antigenos determinarian la conformacion de los
anticuerpos acomodandola a su estructura. A finales de los
cuarenta se descubre el origen celular de los anticuerpos
en las células B y plasmaticas. Ailos mas tarde se describen
las cadenas ligeras y se identifican las inmunoglobulinas A,
DyeE.

Frente a la teoria instruccionista, Jerne propuso en los
anos cincuenta que los anticuerpos preexistian en el orga-
nismo y que la funcion de los antigenos seria la seleccion
de los mas adecuados?. Poco después, Burnett y Talmage
adelantan la teoria de la seleccién clonal® que completa
y expande las ideas de Jerne, y que presupone que cada
célula B produce un solo tipo de anticuerpo con una especi-
ficidad concreta, el cual se genera por mutaciones somaticas
al azar durante el proceso de maduracion celular; mas ade-
lante, la exposicion a los antigenos hace que esas células B
proliferen.

En los anos sesenta se describe el concepto de idio-
tipo y en los setenta se acuna la teoria de las redes de
idiotipos/antiidiotipos, pero la revolucion en el mundo de
los anticuerpos ocurre en 1975 cuando Milstein y Kohler
decubren en Cambridge los anticuerpos monoclonales. En
1976 Tonegawa describe la recombinacién somatica de los
genes de inmunoglobulinas*. Desde entonces la investiga-
cion completa el conocimiento de la genética molecular
de los anticuerpos y los mecanismos de generacion de su
diversidad.

Estructura y caracteristicas basicas de los
anticuerpos

Cada molécula de anticuerpo esta formada por 4 cadenas,
2 ligeras y 2 pesadas, cada una de ellas idéntica, unidas por
puentes disulfuro que forman una estructura espacial similar
a una Y. Los anticuerpos tienen 2 funciones fundamentales,
de reconocimiento y unién a antigenos, que llevan a cabo
mediante los extremos aminoterminales de las cadenas, y
una funcion efectora, realizada por el extremo carboxiter-
minal de las cadenas pesadas (fig. 1).

Las cadenas ligeras tienen una porcion variable, de la que
depende la especificidad, y una region constante que difiere
seglin se trate de cadenas ligeras k 0 \.

Las cadenas pesadas poseen, asimismo, una region varia-
ble y una constante, la cual determinara las clases o isotipos
principales de inmunoglobulina (lg): v, ., a. 8 y &, que for-
maran, respectivamente, la IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Ademas,
la IgA tiene 2 subclases, IgA1 e IgA2, y la IgG se divide en 4
subclases: IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. Las propiedades de las
Ig dependen de cada clase y subclase. Una vez secretadas,
las Ig son monoméricas, con excepcion de la IgA, que forma
dimeros, y de la IgM, pentameros.

Las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas
estan yuxtapuestas para formar el sitio de unién al anti-
geno; por consiguiente, en cada molécula de anticuerpo hay
2 sitios de union antigénica.

Dentro de la estructura de las cadenas de las Ig se deno-
minan dominios a estructuras repetidas de 110 aminoacidos
(AA) con un pliegue beta. Las cadenas ligeras tienen 1 domi-
nio en la region variable (VL) y 1 en la constante (CL). Las
cadenas pesadas tienen, a su vez, 1 dominio en la region
variable (VH) y 3 o0 4 en la region constante (CH) segin la
clase de Ig. Entre los dominios CH1 y CH2 se encuentra un
area denominada bisagra de la cadena constante que le da
flexibilidad y permite un acoplamiento espacial adaptable.

En las regiones variables de las cadenas ligeras y pesa-
das hay 3 segmentos hipervariables de 10 AA yuxtapuestos
que forman el sitio de union al antigeno, que por ser com-
plementarios a su secuencia se denominan CDR 1, 2 y 3, de
los cuales el mas variable es CDR3. Estas estructuras forman
bucles en la superficie de los anticuerpos mediante los que
interactan con los antigenos. El resto del dominio variable
se llama FR.

La proteodlisis de las moléculas de Ig da lugar a distin-
tos fragmentos segln la sustancia empleada; el fragmento
F(Ab’)2 se genera tras tratamiento con pepsina que corta la
molécula a la altura de la bisagra dejando la parte superior
de la Y con 2 fragmentos F(Ab) unidos entre si. La papaina
digiere la molécula mas arriba y deja 3 fragmentos, 2 F(Ab)
y un fragmento constante, Fc. Se habla de fragmento F(Ab’)
cuando incluye la region de la bisagra de la cadena pesada.
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Figura 1

Unién a antigeno

Esquema de la estructura de una molécula de inmunoglobulina. Las cadenas pesadas aparecen en negro y las ligeras en

gris claro. CH: dominios de la region constante de la cadena pesada; CL: dominio constante de la cadena ligera; COOH: extremo
carboxiterminal; Fab y Fc: fragmentos resultantes de proteodlisis; NH: extremo aminoterminal; VH: dominio variable de la cadena
pesada; VL: dominio variable de la cadena ligera; - - -: puentes disulfuro.

Los anticuerpos son capaces de generar numerosas res-
puestas tras su union a los antigenos. Esas respuestas
efectoras dependen del extremo carboxiterminal de cada
isotipo que determina el tipo de unidon a determinados
receptores de membrana de las células y la capacidad de
fijar complemento.

Sintesis de inmunoglobulinas. Generacion de
diversidad. Activacion y maduracion de los
linfocitos B

La produccion de las Ig corre a cargo de las células B que
en su etapa madura expresan en la membrana moléculas de
IgM e IgD. Cuando se activan, comienza una produccion de
Ig de baja tasa, cambia el isotipo y comienza la maduracion
por afinidad. En la etapa de célula plasmatica hay una alta
secrecion de Ig de alta afinidad con escasa presencia de Ig
de membrana.

Los mecanismos que controlan la diversidad de los
anticuerpos® son altamente complejos y han ocupado la acti-
vidad de los investigadores durante décadas. Resumiendo
mucho, podemos decir que existen 2 etapas basicas en este
proceso: una recombinacion somatica, en la que se produce
la combinacion de distintos segmentos génicos presentes
en las regiones variables de las cadenas ligeras y pesa-
das que terminan formando un gen funcional responsable
de la secuencia de AA de la porcion variable de la molé-
cula de Ig, que da lugar a una muy elevada diversidad de
moléculas en lo que se llama repertorio primario de anti-
cuerpos, y una hipermutacion somatica durante la respuesta
a antigenos, que corresponde a mutaciones puntuales de la
secuencia variable una vez formada ésta y que terminan per-
mitiendo una mayor afinidad de uniéon. Ademas, a medida
que madura la respuesta inmune tiene lugar un cambio de

isotipo mediante el cual el segmento variable reordenado
puede combinarse con cualquiera de los segmentos cons-
tantes de las Ig y de ello dependeran las caracteristicas
efectoras finales de la molécula de Ig secretada.

Los genes de las cadenas ligeras se agrupan en 2 segmen-
tos génicos de la region variable, V (variable) y J (unién) y
un segmento constante (C) distinto segln se trate de cade-
nas k 0 A. Las cadenas pesadas tienen 3 segmentos en las
regiones variables: V, D (diversidad) y J, y un segmento C
distinto segun el isotipo de cada Ig.

En los seres humanos la cadena ligera k depende de una
region en el cromosoma 2 que agrupa los segmentos V, J y
C. Los mismos segmentos génicos responsables de la cadena
\ estan en el cromosoma 22. Los segmentos V, D, Jy C de
las cadenas pesadas se sitlan en un area del cromosoma
14. El nmero de segmentos V, D, Jy C de las cadenas y la
probabilidad de combinacion se detallan en la tabla 1.

Para que las células B se activen se necesita el contacto
con los antigenos. Es importante resaltar que a diferencia
de lo que ocurre con las células T, las células B reconocen
una amplia variedad de antigenos proteicos y no proteicos.
Las macromoléculas estimulan a los anticuerpos mediante
determinantes antigénicos o epitopos que pueden ser linea-
les o conformacionales, esto es, yuxtapuestos en un pliegue
de la proteina. Si la proteina se transforma puede originar
nuevos determinantes antigénicos. La union con el antigeno
es reversible y la fuerza de su unién se llama afinidad. La
fuerza global de union al antigeno se conoce como avidez,
que depende del niumero de puntos de union disponibles. La
especificidad es la capacidad de reconocer en un anticuerpo
pequenas diferencias antigénicas.

Las moléculas de IgM e IgD ancladas en la membrana
de las células B actlan como receptores de antigeno. En
el caso de los antigenos proteicos, se requiere la ayuda
de las células T para activar a las B, lo cual implica el
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Tabla 1 Combinaciones posibles en el repertorio primario de anticuerpos
Cadenas « Cadenas \ Cadenas pesadas
Segmentos V 40 31 51
Segmentos D 0 0 27
Segmentos J 5 4 6
Posibilidades de combinacion 200 124 8.262

Posibilidades de combinacion total: (200 +124) x 8.262=2.676.888.
Tomado de Alvarez-Vallina et al, 2004.

desencadenamiento de senales intracelulares con activacion
de factores de transcripcion y expresion de genes, cam-
bio de isotipo y diferenciacion hacia célula productora de
anticuerpos. En el caso de los antigenos no proteicos, no
dependientes del timo, no se requiere la cooperacion de las
células T. La activacion cesa a través de sefales inhibitorias
complejas cuando la cantidad de anticuerpo producida es
suficiente.

Durante la activacion y maduracion las células B migran a
los foliculos de ganglios linfaticos y del bazo, donde maduran
mediante hipermutacion somatica con aumento creciente
de afinidad por el antigeno. Al final sobreviven solamente
las mas afines al antigeno presentado por células dendriticas
y, finalmente, migran hacia 6rganos linfaticos secundarios,
aunque una pequeia parte permanece como células B de
memoria que recirculan entre ganglios linfaticos y del bazo.
Cada clon de células plasmaticas produce un solo tipo de
anticuerpo.

Produccion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se descubrieron en la primera
mitad de los afos setenta por Milstein y Kohler en el labo-
ratorio de biologia molecular de Cambridge (Reino Unido).
Estos autores investigaban los mecanismos moleculares de la
generacion de diversidad de los anticuerpos y necesitaban
producir una célula B inmortal con especificidad conocida,
para asi poder analizar en detalle las mutaciones de los
genes de las Ig. Para ello fusionaron una linea de células de
mieloma murino, sensible a ciertos farmacos, con células de
bazo de un animal inmunizado. Mediante este procedimiento
consiguieron seleccionar solamente las células hibridas y
los clones con especificidad conocida. Su trabajo fue publi-
cado en Nature en 1975° y 9 afnos mas tarde recibieron el
premio Nobel por este descubrimiento. Su trascendencia
fue enorme, ya que por primera vez era posible disponer
de cantidades ilimitadas de anticuerpos con especificidades
precisas.

Las células tumorales de mieloma de raton procedian
todas ellas de una linea creada por Michael Potter en los
anos sesenta denominada MOPC21, deficitarias en enzimas
clave para la sintesis de oligonucleotidos por la via de res-
cate. El agente fusionante inicial era el virus Sendai, pero
pronto se sustituyo por polietilenglicol. Las células B prove-
nian de ganglios linfaticos o del bazo de ratones inmunizados
repetida y eficazmente con el antigeno deseado. Estas célu-
las se cultivaban con las de mieloma y el agente fusionante
en un medio de cultivo de composicion especial (HAT) que no
permite la supervivencia de las de mieloma no hibridadas;

los linfocitos B no fusionados morian también y quedaban
las células fusionadas. La especificidad se analizaba en los
sobrenadantes de los pocillos de las placas de cultivo, selec-
cionando sélo los deseados y al final se llevaba a cabo la
clonacién por dilucién limite u otros medios”:2.

Los hibridomas creados pueden conservarse indefinida-
mente en dimetil sulféxido y los anticuerpos monoclonales
se purifican a partir de los sobrenadantes. El rendimiento en
cultivo no es muy alto y por ello se ha desarrollado la técnica
de produccion de ascitis en ratones mediante la inyeccion
intraperitoneal de los hibridomas, método no aceptado en
todos los paises, o procedimientos in vitro mediante la fer-
mentacion de cultivos de células de mamifero utilizando
biorreactores y sistemas de cultivo de perfusion continua.

El primer uso en terapia humana fue en 1982 para el
tratamiento de un linfoma®. Pronto se vio que el uso de
monoclonales murinos arrastraba el problema de la tole-
rancia con produccion de anticuerpos humanos antimurinos
que disminuian su eficacia. Para solventar estas dificulta-
des se exploraron diversas alternativas, de las que las mas
importantes son la quimerizacion y la humanizacion. La qui-
merizacion se desarrolld en 1984', Por quimerizacién se
entiende la produccion de anticuerpos monoclonales en los
que solamente la region variable es de origen murino, y el
resto de las cadenas pesadas y ligeras es de origen humano.
En los anticuerpos humanizados sélo son murinas las regio-
nes hipervariables de las cadenas ligeras y pesadas'’'?. La
mitad de los monoclonales utilizados en terapia humana son
quiméricos o humanizados (fig. 2).

Otra alternativa son los monoclonales humanos que se
producen en animales transgénicos portadores de genes
de Ig humanas; los transgenes incluyen fragmentos de las
regiones variables en linea germinal, lo que les facilita la
capacidad recombinatoria de los anticuerpos humanos. Las
vias de introduccion de esos segmentos son los miniloci, los
cromosomas artificiales de levadura o humanos, y los vec-
tores P1. Los animales pueden tener inactivados los genes
de sus Ig enddégenas' ™. Los monoclonales humanos son mas
ventajosos por su menor antigenicidad y mejor tolerancia,
y por su mayor tiempo en circulacion en relacion con los
quiméricos.

La tecnologia de fragmentos de bibliotecas de anticuerpo
desplegados en proteinas de la superficie de fagos filamen-
tosos, introducida en la ultima década del pasado siglo, es
otra posibilidad de producir grandes repertorios de genes de
las regiones variables de las Ig humanas'.

Es importante seialar que la tecnologia recombinante
disponible permite ademas la fabricacion de varios tipos de
fragmentos derivados de anticuerpos, entre ellos los F(ab’),
sin region Fc, los fragmentos Fab, los bivalentes o diabodies,
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Figura 2
clonales
A) Monoclonal murino. B) Monoclonal quimérico, en el que las
regiones variables son de origen murino siendo humano el resto
de las cadenas.

C) Monoclonal humanizado: sélo incluye los segmentos hiperva-
riables de origen murino. D) Monoclonal humano.

Quimerizacion y humanizacion de anticuerpos mono-

o incluso trimeros o tetrameros llamados triabodies y tetra-
bodies. Estos fragmentos permiten solventar algunos de los
problemas relacionados con la molécula completa del anti-
cuerpo, mejorar la avidez y facilitar la union a determinadas
dianas.

Utilidad y aplicacion en patologia humana de los
anticuerpos monoclonales

Independientemente de su uso en técnicas de diagnostico,
que han supuesto una revolucion en el campo de la histopa-
tologia o permitido el desarrollo de técnicas de laboratorio
como la citometria de flujo, las posibilidades de aplica-
cion para tratar enfermedades humanas son amplisimas'®.
Dependiendo de la region Fc, la union del anticuerpo mono-
clonal al antigeno contra el que esta disehado puede facilitar
la produccion de citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpos (ADCC) o citotoxicidad por la activacion del sistema
de complemento. La propia unién al antigeno puede blo-
quear receptores de la membrana celular, unirse a factores
presentes en el suero y evitar su union a receptores, o indu-
cir sefales intracelulares. Las consecuencias finales de estas
interacciones son numerosas y han encontrado aplicacion en
areas muy diversas.

Una manera de modificar la capacidad efectora de los
anticuerpos monoclonales es la conjugacion con moléculas
citotoxicas con toxinas, con radiofarmacos o con citocinas;
esta Ultima ha sido una estrategia utilizada en oncologia
mediante la creacion de proteinas de fusion que incor-
poraban genes de IL-2, IL-12 o GM-CSF, entre otras. La
conjugacion de enzimas capaces de convertir un profarmaco

en farmaco con anticuerpos monoclonales dirigidos a célu-
las tumorales ha permitido una accion muy selectiva en el
tejido tumoral del farmaco en cuestion.

La oncologia es, sin duda, el area de aplicacion tera-
péutica mas importante. Son de amplia utilizacién los
anticuerpos dirigidos contra HER2 en cancer de mama, o
contra el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o el fac-
tor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en varios
tipos de tumores, o los anti CD20 o anti CD52 para linfo-
mas/leucemias.

Las enfermedades autoinmunes son el grupo siguiente de
patologia humana en el que mas se han empleado estos
productos y, fundamentalmente, en artritis reumatoide,
enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis mdultiple,
lupus eritematoso, asi como en el rechazo de trasplantes
y enfermedad de injerto contra el huésped. Los mas utiliza-
dos han sido anticuerpos contra citocinas, sobre todo TNF-«
y anti VLA4, pero también anti CD20y anti CD25, entre otros.

Los anticuerpos monoclonales se han empleado también
con otras finalidades, como el tratamiento de la septi-
cemia, la prevencion de complicaciones de enfermedades
virales o el tratamiento de intoxicaciones por farmacos.
No es el propdsito de este articulo una revision detallada
de las aplicaciones actuales de los anticuerpos monoclona-
les actualmente aprobados y de muchos mas en distintas
etapas de desarrollo terapéutico. Sin ninguna duda, la dis-
ponibilidad de estos anticuerpos y de la tecnologia para su
refinamiento constituye ahora y mas aun en el futuro una
parte fundamental de nuestra terapéutica.

Conclusiones

Mas alla del impacto en el diagnostico de laboratorio, los
anticuerpos monoclonales son una herramienta terapéutica
poderosisima. Su alta especificidad permite el abordaje de
dianas muy precisas que pueden determinar cambios celu-
lares muy variados; ademas, dependiendo de la region Fc
pueden disenarse para facilitar distintos tipos de respuestas
efectoras. El empleo de anticuerpos humanizados y huma-
nos ha mejorado notablemente su tolerancia clinica. La
manipulacion de los anticuerpos mediante la union a otras
moléculas o el disefo de nuevas fragmentos de anticuerpos
abren un gran abanico de posibles aplicaciones en medicina.
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