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RESUMEN

Los anticuerpos surgieron en los organismos en respuesta a las necesidades imperantes de neutralizar y destruir
los embates de agentes externos nocivos para los mismos. Los anticuerpos son macromoléculas que por sus
propiedades de especificidad y afinidad a sus antigenos, han sido utilizados para toda una gama de estudios en
la medicina, su manipulaciéon fuera de los sistemas vivientes ha permitido su aplicacion en la terapéutica y el
diagnéstico oportuno de varias enfermedades. El presente trabajo muestra una sinopsis de las propiedades
bioquimicas de los anticuerpos y de las estrategias mas recientes que han permitido la manipulacion de estas
moléculas, con la finalidad de mejorar su afinidad y avidez, asi como en los métodos de producciéon para
incrementar su potencial de aplicaciéon en la investigacion biologica y médica. (MEDICAS UIS 2007;20(1):15-30).
PALABRAS CLAVE: Anticuerpos. Anticuerpos recombinantes. Anticuerpos monoclonales. Bacteriofagos.

Inmunoglobulinas. Fragmento scFv. Terapia.

INTRODUCCION

El sistema inmunolégico tiene como funcién
principal proteger al organismo de agentes
extranos, estd integrado por diferentes érganos,
tejidos, células y moléculas que funcionan
coordinadamente. Sus componentes més
importantes son: la piel y las mucosas, los 6rganos
linfoides como las amigdalas, las adenoides, el
bazo, el timo, los ganglios linfaticos; numerosas
células leucocitarias (linfocitos) y sus productos
de secrecién como citocinas, quimiocinas e
inmunoglobulinas entre otros. Este sistema tiene
tres propiedades esenciales: primera, tiene la
habilidad de reconocer sustancias extranas
denominadasantigenos principalmente provenientes
de patégenos, tales como bacterias, virus, hongos
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y parésitos, en un sentido maés estricto, tiene la
capacidad de reconocer la totalidad de las
moléculas que no le son propias, inclusive las de
los organismos que no le son propiamente
patdgenos, y como todo sistema complejo no esta
exento de fallas, debido a que en ocasiones reacciona
contra moléculas propias (autoinmunidad); segunda,
reaccionay desencadena una respuesta especifica,
estd provisto de un vastorepertorio para diferentes
especificidades, atin para sustancias con las que
tal vez jamaés tendra contacto; y tercera, tiene una
memoria intrinseca, que puede responder a
estimulaciones futuras e inclusive puede madurar
su respuesta a sustancias con las que ya tuvo
contacto previo®.

Todoslos vertebrados, desde los méas ancestrales,
tales como los elasmobranquios, hasta los
mamiferos, poseen un sistema inmunolégico
compuesto de dos tipos de respuestas a los
antigenos. La primera es la respuesta inmune
celular, la cual depende de una comunicaciéon
quimica especializada entre diferentes estirpes
celulares del sistema inmunolégico (linfocitos Ty
fagocitos como macroéfagos, neutréfilos, etc). La
segunda comprende una respuesta inmune
humoral, la cual involucra la produccién de
inmunoglobulinas, término introducido por vez
primera por J. F. Heremans en 1959 para referirse
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a aquellas globulinas que se asocian al sistema
linforreticular y que a menudo son referidas como
“anticuerpos” que son producidas por las células
plasmaticas?. El descubrimiento delos anticuerpos
fue el resultado global de un ctmulo de
conocimientos derivados de observaciones
cientificas recabadas a lo largo de varios siglos,
desde las vacunas rudimentarias de la antigua
civilizacién China (variolizacién), hastala primera
estructuraresuelta por Edelman y Porter®. Nuestra
salud estainfluenciada directamente porel estado
del sistema inmunolégico, y no cabe la menor
dudade quelosanticuerpos surgieron en respuesta
a las necesidades imperantes de mantener el
equilibrio vital, sobre todo para neutralizar los
embates de agentes externos nocivos y la
eliminacién de los mismos. Conforme los
organismos vivos fueron adquiriendo mayor grado
de complejidad y las relaciones ecoldgicas se
fueron haciendo més estrechas, surgié la
necesidad de establecer barreras que delimitaran
el habitat, para el caso de los parasitos y virus,
estos encontraron en los anticuerpos una barrera
biolégica, que permite al organismo mantener, en
gran manera, el equilibrio de su individualidad
bioquimica; por otra parte, la evolucién ha sido
paralela, ya que los agentes patégenos han
desarrollado mecanismos especificos para evitar
el reconocimiento por estas moléculas y en
situaciones mads dréasticas, la destruccién o el
bloqueo de su sintesis.

La investigacién en inmunologia ha influido
decisivamente en el conocimiento de muchos
aspectos importantes de la biologia y la medicina,
y los anticuerpos han sido pieza fundamental, ya
que son macromoléculas con alta especificidad
que hacen posible la realizacién de toda una
gama de estudios finos, es por ello que el objetivo
de estarevision es dar un panorama del desarrollo
que han tenido estas moléculas, asi como de su
aplicacién para mejorar las técnicas de
investigacion, de diagnostico y de la terapéutica.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una biisqueda via Internet en el sitio
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando
las palabras anticuerpo e inmunoglobulina (en
inglés), fueron seleccionados aquellos articulos
que son pioneros en este temay que enlaactualidad
son considerados pilares de la inmunologia.
Asimismo, seleccionamos aquellos que ofrecian
un amplio contenido en la descripcién de
caracteristicas bioquimicas y estructurales, asi
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como las bases genéticas, por otro lado, aquellos
que abordaban el 4rea biotecnolégica para cubrir
los aspectos de técnicas de produccién, mejoras
y alternativas de optimizacién. Aunado a esta
btisqueda fueron consultados libros de inmunologia
comtinmente empleados en la ensenanza de
ciencias bioldgicas y de la salud. Los articulos
que no fueron encontrados en su formato
electrénico, fueron obtenidos a través de las
distintas bibliotecas y hemerotecas de la
Universidad Nacional Auténoma de México. La
basqueda de larevisién abarco el periodo de 1959
al 2007.

GENERALIDADES DE LOS ANTICUERPOS

ESTRUCTURA

Engeneral los anticuerpos, independientemente
de su especificidad tienen una estructura comun,
consistente de cuatro cadenas polipeptidicas: dos
cadenas pesadas idénticas de 55-70 kDa
denominadas con la letra H (del inglés heavy),
unidas covalentemente a un oligosacarido, y un
par idéntico de cadenas livianas no glicosiladas
de 24 kDa denominadas con la letra L (del inglés
light). Un puente disulfuro y otras uniones no
covalentes unen las cadenas pesadas con las
livianas. Las cadenas pesadas también estan
unidas entre si por al menos un puente disulfuro,
tal union esta localizada en una region conocida
como “bisagra”, regién formada por
aproximadamente 12 residuos de aminoacidos
que proporciona una gran flexibilidad a la
molécula, éstos residuos estdn expuestos a la
ruptura quimica y enzimatica. La papaina es una
enzima que divide a las inmunoglobulinas en dos
fragmentos idénticos conocidos como Fab (del
inglés antigen binding fragment) que en la
actualidad se sabe que son los que se unen al
antigeno, y en un fragmento que posee la propiedad
de ser facilmente cristalizable denominado Fc
(del inglés crystalline fragment)*. La formacién de
puentes disulfuro internos en las cadenas Ho L. da
comoresultado laformaciéon de dominios proteicos
globulares (caracteristico de todos los miembros
de la superfamilia de las inmunoglobulinas). Las
cadenas livianas se componen de un dominio
variable (V) y uno constante (C), denotados como
VL y CL, respectivamente; mientras que las
cadenas pesadas presentan un dominio variable
y tres constantes, VH, CH1, CH2 y CH3,
respectivamente. Lasregiones variablesy el primer
dominio constante de las cadenas pesadas (VH y
CH?1) se asocian con las cadenas livianas (VL y
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CL) para formar dos sitios idénticos de unién al
antigeno, los fragmentos Fab*®, cada uno de los
cuales contiene las Regiones de Determinacién de
Complementariedad o simplemente CDR (del
inglés complementarity determining region), tres
aportados por la cadena ligera y otro tanto por la
cadena pesada, las cuales interaccionan
directamente con un antigeno especifico, siendo
los CDR3 los que interaccionan mas estrechamente
con éste (Figura 1). Por otro lado, las regiones CH2
y CH3 de las cadenas pesadas forman la fraccién
cristalizable o fragmento Fc, regiéon que cumple
con funciones efectoras, tales como transporte
placentario, potenciacién de la fagocitosis
(opsonizacién) o citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo’. En los anticuerpos aparecen,
ademés de las cuatro cadenas polipeptidicas
basicas, un componente glicosidico en el dominio

Figura 1. Representacién esquemaéatica de un
anticuerpo. Consta de cuatro cadenas
polipeptidicas, dos pesadas (H) y dos livianas (L).
Las cadenas pesadas y livianas se unen entre si
por puentes disulfuro y algunas otras interacciones
covalentes. La estructura flexible que une a las
cadenas pesadas es denominada “bisagra” (linea
punteada). La unién en la parte amino terminal de
las cadenas pesadas y livianas da como resultado
la formacién de dos sitios idénticos de uni6én al
antigeno (Fab). Las barras en las regiones variables
representan las regiones de los determinantes de
complementariedad (CDR 1-3), tres para la cadena
ligera (VL) y tres para la cadena pesada (VH). La
fraccién cristalizable (Fc) estd formada por los
dominios CH2 y CH3, en la regién CH2 se asocia
un componente glucosidico.

17

ANTICUERPOS: PROPIEDADES APLICACIONES Y PERSPECTIVAS

CH2 que representa el 2-14% del peso total de la
molécula®.

CLASES O ISOTIPOS

Existen diferentes clases de anticuerpos, las
cuales son determinadas por el tipo de cadena
pesada. Hay cinco tipos de cadenas pesadas,
denotados porlasletrasgriegasa, B, 8, €, yyppara
cada una de las inmunoglobulinas IgG, IgA, IgD,
IgE e IgM, respectivamente. En estas clases pueden
existir cadenas livianas ya sea de tipo kappa (k) o
tipo Iambda (M). Los genes que codifican para las
distintas variantes isotipicas estdn presentes en
todos los individuos sanos, es decir, éstos poseen
los genes para las cadenas pesadas denominadas
vy1,¥2,¥3,y 4, 4, al, a2 localizados en el brazo
largo del cromosoma 14 y para las cadenas
livianas K y A, en los cromosomas 2 y 22,
respectivamente®.

Los anticuerpos pueden estar constituidos por
una sola molécula (monémero) como es el caso de
la IgG, IgD e IgE; formar dimeros como es el caso
de la IgA, o pentameros unidos por sus extremos
Fc como es el caso de la IgM. Debido a la
capacidad que tienen las cadenas a y g de unirse
entre s mediante otras moléculas. Para el caso de
laIgA, el péptido secretor, una glicoproteina de 58
kDa sintetizada por las células epiteliales de las
mucosas y glandulas exocrinas, une las dos
moléculas a través de la regién Fc. En el caso de
la IgM la unién se realiza a través de la cadena J,
una glicoproteina con 12% de carbohidratos y un
peso molecular de 15 kDa que mediante puentes
disulfuro une los extremos de los Fc. Los
anticuerpos presentan diferencias estructurales
de un isotipo a otro, principalmente en la region
constante de la cadena pesada, la region bisagra
y el patréon de glicosilacién implicado en las
funciones efectoras (Figura 2). Los anticuerpos se
encuentran distribuidos en todos los fluidos
orgdnicos de la anatomia de los vertebrados y en
las membranas de los linfocitos B y células
plasmaticas. Las cantidades relativas de cada
una de las clases de anticuerpos en los diferentes
compartimentos del organismo son muy diferentes.
En el torrente sanguineo predomina la IgG,
mientras que en las secreciones (saliva, ladgrimas,
secrecion bronquial, asi como en el liquido
cefalorraquideo y mucosas) la IgA es la
predominante. Los niveles de anticuerpos séricos
fluctian ampliamente en funcién de diversos
aspectos, tales como el estado nutricional, la
edad, entre otros (Tabla 1)°. Ontogénicamente se
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Figura 2. Los isotipos de anticuerpos. Se muestran
las diferencias estructurales entre inmunoglobulinas,
en la parte superior se encuentran las que tiene una
regién de bisagra, en la parte inferior las que no la
tienen y que ademdas presentan un dominio
constante extra en la cadena pesada. También se
muestra el patrén de glicosilacién caracteristico
de cada isotipo.

producen miultiples cambios en los niveles de
anticuerpos desde el nacimiento hastalos 10 afios
de edad, para después estabilizarse. Los niveles
de IgG son muy altos en la vida fetal y en las
primeras semanas de vida extrauterina, debido a
que este anticuerpo es el tnico que pasa de la
madre al feto a través de la placenta. Durante la
lactancia, descienden los niveles de IgG por
catabolismo de esas moléculas que no son
repuestas por carecer el nifio atin de la capacidad
de sintesis de las mismas. Asimismo, en la edad
fetal se sintetizan pequenas cantidades de IgM.
Cuando los anticuerpos se encuentran en la
membrana de los linfocitos B, actiian como
receptores de las sefiales de activacién por su
capacidad de reconocimiento del antigeno, o
como en el caso de la IgE que se encuentra en las
membranas de los baséfilos y los mastocitos que
forman parte de lasreacciones de hipersensibilidad
tipo I o atopica *°.

SUBCLASES

Se sabe que no todos los anticuerpos de una
misma clase tienen una estructura idéntica, sino
que dentro de las clases se pueden establecer
subclases considerando la secuencia de
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aminoacidos delaregién constante de las cadenas
Hy el nimero y posicién de los puentes disulfuro
intracatenarios establecidos entre las cadenas
pesadas. Asi, la IgG humana se divide en cuatro
subclases (IgG,, IgG,, IgG, e IgG,), la IgA en dos
(IgA, e IgA)) y la IgM en dos (IgM, e IgM,)°.

CAMBIO DE CLASE O ISOTIPO

Una importante funcién de los linfocitos B
activos (células plasmaticas) durante la respuesta
inmune es la produccién de anticuerpos
especificos de alta afinidad que faciliten la
erradicaciéon de patégenos. Bajo estimulacion
antigénica, las células B que son IgM *IgD*, pueden
realizar un cambio en la expresién del tipo de
anticuerpo, un cambio de isotipo, para producir
anticuerpos IgG, IgE, o IgA, manteniendo su
especificidad. Este cambio de isotipo esta basado
en una recombinaciéon del ADN, evento que da
como resultado un intercambio de segmentos
genéticos de la regién constante de la cadena
pesada, mientras que la regién variable es
mantenida sin cambio. Este proceso sirve para
cambiar las funciones efectoras correspondientes
a cada isotipo de anticuerpos''. En general se ha
observado, que el cambio de isotipo en las células
B esta dado por una estimulacién dependiente de
células T, involucrandola estimulacién via CD401?
y la produccién de citocinas: IL-4 y IL-13 para
IgG1 e IgE®; IL-10 para IgG1 e IgG3™; IL-10 en
combinacién con TGF-f31, paralgA1, e IgA2'. Por
el contrario, la sefial especifica para IgG2 es dificil
de describir, aunque se ha visto que TGF-pS,
IFN-y ', combinaciones de lipopolisacarido'® 'y
anticuerpo anti-CD40% inducen laexpresion de la
cadena pesada y2.

DIVERGENCIAS ESTRUCTURALES: CAMELIDOS, AVES Y
TIBURONES

Los camélidos (camellos, dromedarios, llamas,
alpacas) tienen una caracteristica muy particular

Tabla 1. Concentracién de anticuerpos en suero de

un adulto promedio (70 kg).

sotipo  Concentracion  Nivel inferior Nivel superior
(mg/100ml)

9G 1,250 950 1,650

gM 90 70 110

gA 210 160 260

gE 0,0004 0,0002 0,0006

gD 0,2 0,1 0,3
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en cuanto a sus anticuerpos. Una fraccién
importante delos anticuerpos, isotipo IgG, carecen
delacadenaligeraydel primer dominio constante
de la cadena pesada, por esto son referidos como
IgG,,, tienen un peso aproximado de 90 kDa*'. Esto
hace que el sitiode unién de estos anticuerpos este
formado solo por la regién variable de la cadena
pesada, y se denotan por las letras VHH para
diferenciarlos de las cadenas pesadas del resto de
los mamiferos, hasta la fecha, esta molécula
representa la minima expresién de un fragmento
deunidn al antigeno. Estos anticuerpos desarrollan
una estrategia de interaccién peculiar, el CDR3 es
muy largo, los cual le confiere la capacidad de
penetrar en los huecos de las proteinas y asi
interaccionar con epitopes inaccesibles para otro
tipo de CDRs?* 2. Por ello se ha propuesto el uso
de estos anticuerpos para la inhibicién especifica
de enzimas empledndolos como mimetizadores
del sustrato®*2°.

Las aves, los reptiles y los anfibios producen un
anticuerpo denominado IgY estructuralmente
diferente a las de los mamiferos. La IgY difiere en
que su cadena pesada es de 60 a 70 kDa, en
contraste con la de los mamiferos que es de
50kDa?. Alinmunizar a alguno delos organismos
oviparos antes mencionados, se observo que la
IgY es transferida a los huevos y que se acumula
en la yema, este hecho ha promovido el interés del
desarrollo de una tecnologia para la obtencién de
anticuerpos terapéuticos, aludiendo el bajo costo
de mantenimiento de aves de corral, asi como la
facil purificacién del anticuerpo proveniente de la
yema. Esta IgY ha tenido aplicacién 1til en el
tratamiento de enfermedades bacterianas mediante
la inmunizacién pasiva?®.

Por otra parte, estda el caso de los peces
cartilaginosos, especificamente haciendo
referencia al tibur6n nodriza, se encontré que
posee un anticuerpo que por sunovedosa estructura
fue llamado receptor nuevo de antigeno (IgNAR).
Este anticuerpo es un homodimero de dos cadenas
pesadas unidas por puentes disulfuro, cada una
contiene un dominio variable y cinco constantes;
es bivalente, pero la unién al antigeno se realiza a
través de un dominio variable sencillo, igual que
los camélidos que despliegan s6lo dos CDR, en
contraste a los humanos que despliegan seis. Para
compensar su tamano reducido, los IgNARs
despliegan un inusual, largo y estructuralmente
complejo CDR3, el cual muestra un alto grado de
variabilidad. Hasta la fecha, se han identificado
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Figura 3. Divergencias estructurales de lo
anticuerpos. De izquierda a derecha: La |Ig
humana; la IgY de aves y reptiles; la IgG, d
camélidos y la IgNAR presente en los tiburones.

tres isotipos de IgNAR, los cuales varian en
numero y configuraciéon de la posicién de sus
residuos de cisteina y tiempo de aparicién en el
desarrollo del tiburén®-*. En la figura 3 pueden
observarse las representaciones estructurales de
los anticuerpos de los organismos mencionados
en este apartado.

MECANISMOS DE LA DIVERSIDAD DEL REPERTORIO
DE ANTICUERPOS

En los anos sesenta, conforme se iban
acumulando datos de secuencias de
inmunoglobulinas, se vio que cada anticuerpo
difiere enlaregién V, pero que existe un repertorio
limitado de tipos de regiones C. Cualquier modelo
genético que intentara explicar la diversidad y
estructura de anticuerpos debia partir de la dificil
situacién de concertar los siguientes datos
experimentales: cada individuo de cada especie
de mamifero es capaz de producir una gigantesca
diversidad de especificidades de anticuerpos, 100
millones e incluso atin mas. Puesto que los
anticuerpos son proteinas y teniendo en cuenta
que el genoma haploide humano contiene entre
25 000 y 30 000 genes, no era posible cotejar
genéticamentelagrandiversidad de especificidades
de los mismos®.

En 1965, Dreyer y Bennet elaboraron una teoria
basada en tres postulados: primero, cada cadena
H o L del anticuerpo esté codificada por dos tipos
diferentes de genes, uno para la region V y otro
para la porcién C; segundo, estos genes estarian
separados en la linea germinal, pero se unirian
durante el desarrollo de los linfocitos B para
constituir un mensaje continuo responsable de la

[



J

s

INMUNOLOGIA

[

SANABRIA V, LANDA A

produccién delacadenacompleta correspondiente
y tercero en la linea germinal existirian cientos o
miles de genes codificadores de regiones V y unos
pocos genes para las regiones C. La comunidad
cientifica de la época rechazé en su mayoria la
idea la cual carecia de apoyo experimental que
dos omas genes pudieran determinar una proteina.
La demostracién de la teoria de Dreyer y Bennet
tard6 unos 10 afios, una vez que las técnicas de la
recién nacida «Ingenieria Genética» permitieron
disponer de herramientas como purificacién de
ARN, enzimas derestricciéon, clonacién molecular
del ADN, hibridacién y secuenciacién de acidos
nucleicos.

Fue hasta 1976 cuando los experimentos de
Susumu Tonegawa y su equipo de colaboradores
aportaron las pruebas experimentales
contundentes para demostrar la recombinacién
somatica. El modelo fue estudiado en linfocitos de
ratén y en algunas lineas celulares de mieloma.
En base a la recopilacién de los datos arrojados se
llegé a la conclusién que los genes que codifican
para las regiones variables de las
inmunoglobulinas son generados por un rearreglo
de las secuencias de ADN durante la
diferenciacién de las células precursoras
linfociticas®*%°. Las convencionalmente definidas
regiones V de las cadenas livianas, ambos tipos K
y A, estédn constituidas de dos segmentos de ADN,
el V. y el ], los cuales estin separados en el
genoma de la linea germinal. Los dos segmentos
estdn unidos en laregion 3’ del ADN del segmento
V y la 5’ del ADN del segmento J para formar un
gen completo, el gen V de la cadena ligera*'*°. En
contraste, el gen de la cadena variable pesada es
codificada por tres segmentos de ADN, el V,, el D
o de diversidad (el cual codifica la tercera regiéon
hipervariable) y el J,,. Las uniones V -D y J -D son
necesarias para generar el gen V completo de la
cadena pesada?®®-®.

Estudios dela secuencia de estos genesrevelaron
la presencia de dos bloques con una secuencia
altamente conservada alrededor de los sitios de
recombinacion. En la region flanqueante 5’ de los
segmentos J, un heptdmetro palindrémico
(CACTGTG), y un nonamero rico en T
(GGTTTTTGT) que son conservados, con las
secuencias complementarias respectivas ubicuas
en la regién 3’ flanqueante de los segmentos V de
la linea germinal. Se encontré que estos dos
bloques son la sefial de reconocimiento para la
enzima recombinasa putativa. Las longitudes de
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los espaciadores entre el heptametro y el nonamero
son notablemente regulares. Los segmentos V, yJ,
tienen espaciadores de 23 y 12 pares de bases (pb),
respectivamente. En contraste, los espaciadores
de V_y J  tienen una longitud de 12 y 23 pb,
respectivamente. Ademas, los espaciadores de
todos los segmentos V,, y J,, son de 23 pb.

Recapitulando, la enzima recombinasa
putativa*® para las uniones V-] y V-D-J contiene
dos regiones de unién a ADN: una que reconoce
la secuencia sefial con un espaciador corto (12 pb)
y otro con un espaciador largo (23 pb), siguiendo
la regla del espaciador (12/23). Todas las
recombinaciones dan lugar a la generacion de un
gen V completo, es decir, las uniones V_ yJ, V,y
J,, V,¥yD,yDy]J, son mediadas por la misma o
enzima similar siguiendo esta regla®®®'. Después
de las recombinaciones antes mencionadas
participalaenzima terminal transferasa que anade
hasta seis nucleétidos de forma aleatoria en las
uniones de los genesrecombinados®?. Finalmente,
paracrearlas cadenas completas de un anticuerpo
es necesaria una segunda recombinacién en la
linea germinal, para unir el gen V con alguno de
los genes C. Un mecanismo propuesto para
cadenas pesadases el delaremocién de segmentos
genéticos (trans-splicing), en el cual esta
involucrado un rearreglo en el ADN, la regién 3’
del fragmento] que estaunido alaregién 5’ de uno
de los genes G, el cual es caracteristico para cada
clase o isotipo®.

De esta manera, cada una de las cadenas
pesadas estd codificada por los segmentos
genéticos: variable (V,), de diversidad (D), de
unién (J,) y constante (C,); mientras que cada
cadena ligera es codificada por los segmentos V ,
J. v C, (Figura 4). Las secuencias nucleotidicas y
de aminodacidos son relativamente conservadas
en laregiéon C entre ciertas especies, mientras que
las de la regién V son dependientes de antigeno.
El empalme, de las regiones V-D-J de la cadena
pesada con las regiones V-J de la cadena ligera,
crea un sitio de union al antigeno, referido como
paratope, el cual reconoce un determinante
antigénico sencillo, referido como epitopo. Cada
region V consiste de un armazén alternativo, el
cual es muy conservado y de tres regiones
hipervariables o CDR con la mayor diversidad en
la secuencia. Los CDR y en menor grado, los
armazones alternativos, interactiian con el
antigeno para formar el centro del sitio de unién
a éste. Los primeros dos CDR son codificados por
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Figura 4. Genes de inmunoglobulinas (anticuerpos). Los diferentes segmentos que componen un gen
completo de una cadena pesada, unién V-D-J-C y de una cadena ligera, unién V-J-C. Las recombinaciones
somaticas explican la posibilidad de la generacién de todas las especificidades

el segmento V, mientras que el terceroes producto = para posteriormente fusionarlos con
de launi6n de los segmentos V-D-] paralacadena  polietilenglicol con las células de una linea de
pesada o V-J para la cadena ligera. Este  mieloma deficiente en enzimas implicadas en la
conocimiento de la estructura del anticuerpo ha  sintesis de nuevos dcidos nucleicos (via exégena
facilitado la creaciéon de moléculas de anticuerpo o de salvamento), como la timidina cinasa o la

completamente fuera de suhospederonatural®*®.  hipoxantina guanina fosforribosil transferasa. Los
hibridomas productos de la fusién celular son
ANTICUERPOS MONOCLONALES cultivados en medio HAT (hipoxantina,

En 1975 los investigadores Georges Kolher y ~ aminopterina y timidina) con la finalidad de
Cesar Milstein fueron los primeros en obtener ~ ¢liminar las células de mnfalomg, ya que la
anticuerpos con unasola especificidad, por medio amlnc.)pterlna/bloquea la sintesis. de/ 6}01dos
de una célula hibrida generada in vitro. Esta DUCIGIC_OS endégena (a partir de amlnoe?mdos y
célula hibrida fue producto dela fusién delinfocitos carbohldrato:s), y al carecer de 15}5 enzimas de
B y células de mieloma. Los células hibridas, o salvamento éstas mueren. Las células B y las

hibridomas, tienen la capacidad de multiplicarse ~ {usiones entre ellas, mueren en un lapso de ocho
rapida e indefinidamente y ademas pueden dias de cultivo. Las células hibridas obtenidas

producir anticuerpos en gran proporcién, @S el proceso de fusién contienen un ntmero

caracteristicas recibidas de las células cancerosas e.leva('io de cromosomas (72 del‘rr}lgloma y 40 del

y los linfocitos B, respectivamente”. Por este linfocito B) que enlas sucesivas divisiones celulares
; .

aporte a la ciencia Koélher y Milstein recibieron el ~ € irdn perdiendo hasta oscilar entre los 70 y los

premio Nobel de medicina en 1984. 80 cromosomas. Como consecuencia de dicho
proceso algunas células pierden la capacidad de

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES secreciéon de anticuerpos o bien de funciones
Primeramente, el bazo del animal inmunizado  Pdsicas para la viabilidad celular, es por ello que
(ratén) es disgregado para obtener los linfocitos B, €1 el momento que se tenga conocimiento de que
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una muestra es positiva es necesario realizar una
clonaciéon mediante el método de dilucién
limitante®°.

Una vez caracterizados los anticuerpos
(determinacién de su isotipo, afinidad y
especificidad por el antigeno) se procede a la
produccién en gran escala. Existen dos métodos
principales: el cultivo in vitro, en donde se hace
crecer las clonas en recipientes de cultivo o en
biorreactores y del medio de cultivo son
recuperados los anticuerpos; y la produccién in
vivo, en el que, las clonas hibridas estables son
inoculadas en la cavidad peritoneal de ratones
previamente tratados por la misma via con una
sustancia irritante (2,6,10,14 tetrametil
pentadecano-pristane)® que promueve la
formacién de tumores y la secrecion de fluidos
donde van los anticuerpos (liquido ascitico)®.

Cadavezson maslos anticuerpos monoclonales
que tienen utilidad terapéutica en enfermedades
como el cédncer (antineoplésicos), enfermedades
infecciosas o de uso inmunoldgico (desordenes
inmunes e inflamatorios, prevencion y reversion
de rechazo a transplantes). Existen mas de 18
anticuerpos monoclonales aprobados por la Food
& Drug Administration, de los cuales sélo 9 ha
aprobado la Unién Europea, estos tienen los
siguientes nombres genéricos: Rituximab,
Trastuzumab, Alemtuzumab, Ibritumomab
tiuxetan, todos ellos antineoplasicos; Daclizumab,
Basiliximab, Infliximab y Adalimumab de uso
inmunolégico; y Palivizumab, hasta ahora el
unico de uso antiinfeccioso (virus sincitial
respiratorio). Pero el ntiimero de anticuerpos
monoclonales en fase de ensayo clinico es elevado
y representan un 30% de todos los compuestos en
investigacién en el 2005%.

ANTICUERPOS RECOMBINANTES

Desde la apariciéon de la tecnologia de
despliegue en fagoslabtsqueda e identificacién
de moléculas de interés biol6gico ha tenido un
avance inminente. Dicha tecnologia fue descrita
y desarrollada por vez primera por George P.
Smith en 1985, en la cual empledé fagos
filamentosos de Escherichia coli (M13, fd y f1)
como vehiculos para expresar diversas proteinas
o péptidos como parte de las proteinas de su
cubierta. Esta tecnologia ha tenido un auge
muy importante en las dreas de la inmunologia,
biologia celular, farmacologia y en la
investigacion de farmacos. La técnica es una
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herramienta poderosa para identificar y
caracterizar interacciones de polipéptidos
recombinantes con sus blancos de unién. Su
aplicacion potencial incluye la identificacién de
moléculas lideres para su uso en terapéutica, por
ejemplo, epitopes con potencial usoinmunogénico
para el desarrollo de vacunas o anticuerpos
bloqueadores®.

Los bacteriéfagos son virus que infectan una
variedad de bacterias gram-negativas, usando el
pili F como receptor. El genoma total del fago
consiste de 11 genes. Un fago viable expresa cerca
de 2 700 copias de la proteina VIII (pVIII) y de tres
a cinco copias de la proteina II (pIll) en su
conformacion estructural, ambas son las proteinas
de eleccion para expresar, en fusion a los genes
correspondientes de las proteinas recombinantes
de interés® (Figura 5). No obstante, a tltimas
fechas se han empleado los genes de las proteinas
VI®, VII y IX con gran éxito®”®. Los fagos

L ]

AR R R LR
Figura 5. Representacién esquematica de (a) un
fago silvestre, (b) un péptido desplegado en la

proteina Il (plll), y (c) un péptido desplegado en
la proteina VIII (pVIIl) de un fago.

filamentosos no desarrollan infeccién litica en
Escherichia coli, pero si inducen un estado en el
cual la bacteria infectada produce y secreta
particulas virales, viéndose atenuada la divisién
celular. En una primera generacién se obtienen
cercade 1000 particulasvirales, y subsecuentemente
por cada divisién celular son liberadas cerca de
100 a 300 particulas® al medio a través de la
membrana bacteriana, esto representa una gran
ventaja, ya que facilita los procesos de purificacion
de las particulas virales”. Asimismo, las nuevas
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metodologias proporcionadas por la ingenieria
genética, tales como la inclusién de péptidos
etiqueta facilitan el proceso de recuperacién de
los anticuerpos recombinantes mediante el simple
empleo de la cromatografia de afinidad” 72.

BIBLIOTECAS DE FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS
EXPRESADAS EN FAGOS FILAMENTOSOS

Una de las més poderosas aplicaciones de la
tecnologia del despliegue de proteinas en fagos,
ha sido el aislamiento de anticuerpos
recombinantes con una tnica especificidad, los
cuales presentan muchas ventajas sobre los
anticuerpos monoclonales generados por la
tecnologia del hibridoma, pues el proceso es
menos laborioso, las horas de laboratorio son
menos intensas, la inmunizacién de animales
puede ser eliminada, la fuente genética es muy
establey el sistema de expresidon requiere minimas
exigencias. Los anticuerpos recombinantes han
venido a facilitar ain mas las cosas, ya que
pueden obtener con un alto rendimiento a bajo
costo y con una manipulacién genética adecuada
es posible mejorar su afinidad y avidez. A este
respecto, la tecnologia puede ser utilizada para:
generar anticuerpos monoclonales humanos o
humanizar anticuerpos de ratén; aislar anticuerpos
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Figura 6. El despliegue de las fracciones de
anticuerpos en fagos. El esquema A muestra la
estructura del fago recombinante, en su interior se
representa el genoma de cadena sencilla circular,
en azul oscuro y claro se muestran los genes de la
cadenas V, y V|, respectivamente, fusionados al
gen de la proteina Ill en verde, y el origen de
replicacién en rojo. Los tridngulos en rojo
representan el antigeno que interacciona con el
sitio de unién formado por el plegamiento de las
cadenas V, y V. El esquema B muestra la estructura
de la proteina recombinante, formada por las
cadenas V,, V, y la proteina Ill; el correcto
plegamiento de la molécula es debido al péptido
conector constituido de glicinas y serinas (G,S),
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humanos de pacientes expuestos a ciertos virus
patégenos para mejorar la comprension de la
respuesta inmune durante la infeccion, asi como
conocer el papel que juegan los anticuerpos
generados y elucidar la especificidad de los
anticuerpos autoinmunes.

Es bien conocido que el paratopo es la minima
unidad funcional de reconocimiento al antigeno
por un anticuerpo, esta constituida por la
asociacién de los dominios variables de la cadena
pesada y ligera, dicha asociacién forma los seis
CDR. Bajo este precepto y aprovechando el
advenimiento de la técnica del despliegue de
proteinas en fagos, hoy en dia es posible obtener
una biblioteca que exprese sé6lo los fragmentos
variables en fusién a una de las proteinas de
cubierta del fago, debido a la naturaleza de la
construccion, este tipo de moléculas son referidas
como scFv (del inglés single chain variable
fragment), pues ambos polipéptidos son
expresados como una tnica cadena, y no en dos
como ocurre naturalmente (Figura 6). Los genes
de la cadena variable pesada (V,) y la cadena
variable sencilla (V,) obtenidos de los linfocitos B
estdn unidos por un fragmento de DNA que
codifica para un péptido conector flexible de 15
residuos de aminoécidos, generalmente constituido
de la secuencia repetida de cuatro glicinas y una
serina, (Gly,Ser),, cuya funcién es la de un
espaciador entre los dos polipéptidos para que se
lleve a cabo el plegamiento correcto de éstos. Este
fragmento hibrido es clonado en fusién a uno de
los genes que codifican para proteinas estructurales
de la capside del fago en un vector denominado
fagémido, el cual es un hibrido entre un plasmido
y el genoma de un fago, que posee los origenes de
replicacién de la célula hospedera (E. coli) y del
bacteriéfago (M13). El fagémido es usado para
transformar una cepa de E. coli (TG1) por métodos
quimicos o mediante electroporacion. Lasbacterias
portadoras del fagémido son cultivadas y
posteriormente infectadas con un fago cooperador,
como el VCSM13 o M13K07. Este proceso es
llamado rescate de fago, el nombre se debe a que
el fagémido no contiene los genes estructurales
para expresar un fago como tal, por lo tanto el fago
cooperador proporciona las proteinas estructurales
para generar un fago completo, asi el resultado es
un fago hibrido que estd conformado tanto de
proteinas nativas, como de la recombinante
proveniente del fagémido. Con la finalidad de
optimizar el proceso se ha dispuesto que los fagos
cooperadores tengan un origen de replicacion

INMUNOLOGIA

l



INMUNOLOGIA

SANABRIA V, LANDA A

MEDICAS UIS 2007; 20:15-30

|

SR
i

] o A

BT O T 6 RS Ecis AFRIT O RO G

JTTTTETT FTTTIre

4

L —
p————— - — —— — . —— ]
i EH SO EHE - i
b =3 —————
ol ] L L.
Wi Cranecior L

L e e—

3

1 M1IKOT o VESM1D
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Sintesis de ADNc por transcriptasa inversa

Amplificacién de las regiones variables por PCR

Ensamblaje de las regiones variables y adiciéon de un conector
(PCR)

Amplificacién e introduccion de sitios de restriccion por PCR

Digestion con enzimas de restricciéon

Ligacién en el vector en fusién al gen de una de las proteinag
estructurales

Propagacién de la biblioteca.
transformacién de células y rescate de fagos empleando un
fago cooperador

Fagos recombinatnes que expresan las moléculas ScFv en
fusién a plll

de anticuerpos en fagos filamentosos

Figura 7. Construccién de una biblioteca de expresién de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv)
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ligeramente defectuoso para disminuir la
produccién de la proteina nativa que es homologa
alarecombinante; se tiene que la proporcién de la
proteina recombinante respecto a la nativa va
desde 1:9 hasta 1:1000, dependiendo del tipo de
fagémido, las condiciones de crecimiento y la
naturaleza de la proteina de fusién. Este proceso
permite obtener un fago que expresa un scFven su
superficie capaz de reconocer especificamente a
un antigeno sin verse interferido por las demas
proteinas de cubierta del fago” 7* (Figura 6). En la
figura 7 se muestra una descripcién detallada de
los pasos involucrados en la construccion de este
tipo de bibliotecas.

SELECCION DE CLONAS ESPECIFICAS Y MADURACION
DE LA AFINIDAD

Esta se lleva a cabo tamizando la biblioteca de
scFvsutilizando comoblanco de unién el antigeno
de interés, generalmente éste adherido a los pozos
deunaplacatipo de ELISA. El proceso de tamizaje
involucra varias rondas de seleccion, conforme se
van realizando, la astringencia del medio va
aumentando para que al final queden sdlo las
clonas con la més alta afinidad. Las clonas mas
afines y especificas son analizadas, midiendo su
afinidad””’, y determinando su secuencia
nucleotidica”. Algunas veces, es necesario someter
las clonas especificas a un proceso de maduracion,
con la finalidad de mejorar la afinidad. Existen
dos formas de madurar clonas especificas de
scFv, por mutagénesis dirigida y por intercambio
de cadenas. En el primero, aminoacidos de uno o
maés de los CDR son sustituidos con diferentes
residuos seguidos por la seleccién de clonas con
la mas alta afinidad para el antigeno blanco. Una
variante mas fina de este método consiste en
analizar la secuencia completa de los CDR para
identificar aminoédcidos que estdn activamente
involucrados enlaunién al antigeno’®%?. Siguiendo
este método la afinidad puede ser incrementada
hasta 30 veces®.

PRODUCCION DE UN SCFV SOLUBLE

El fin altimo de esta tecnologia es obtener el
fragmento del anticuerpo y tenerlo disponible
sin limitaciones para poder emplearlo en
investigacién, terapéutica, diagnéstico. La
obtencién de scFv soluble puede conseguirse
clonando el fragmento de DNA que codifica
para este en un vector de expresién bacteriano
o eucarionte, por ejemplo, cominmente se
empleaba el sistema de expresién en levadura
(Pichia pastoris). Recientemente, las
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manipulaciones genéticas han permitido
desarrollar un sistema efectivo parala expresién
de scFvs solubles, usando fagémidos y cepas
bacterianas adecuadas al disefio de éste. En el
fagémido el codén de termino UAG (d4mbar) es
colocado entre el scFv ylaproteinaIll, y se emplea
un sistema de dos cepas, una supresora (TG1) de
la mutacién ambar (utilizacién del codén UAG
para una glutamina) la cual sirve para propagar
labiblioteca y generar fagos recombinantes, y otra
nosupresora (HB2151) quereconoce el termino de
la transcripcion al encontrar el codén dmbar, lo
que produce el fragmento del anticuerpo soluble.
Asimismo, para mejorar la obtencién y
purificacion de los fragmentos solubles se han
implementado otras estrategias, por ejemplo, la
insercién de una secuencia etiqueta situada entre
elinsertoy el codén ambar, la cual puede codificar
para un péptido especifico reconocido por un
anticuerpo monoclonal de facil adquisicién en
las casas comerciales (por ejemplo, E-tag, flag,
myc/His), permitiendo su répida purificaciéon
mediante una cromatografia de afinidad, o de la
unién de un hexapéptido de histidinas para
permitir su purificacién por cromatografia de
afinidad por metales.

MEJORAMIENTO DE LA AVIDEZ

Lamolécula scFv es monovalente y contiene un
sencillo paratopo funcional; consecuentemente
su avidez es baja. Como ya se menciond, el scFv
debe su plegamiento a la presencia de un conector
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ScF Diabod Diabody bivalente Diabody
°FY monovalente (cadena doble) bivalente
(cadena sencilla
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igura 8. Anticuerpos recombinantes. La avidez de
os anticuerpos puede ser mejorada haciendo
construcciones bivalentes con una sola especificidad
o con dos especificidades distintas. La manipulacién
de este tipo de moléculas ha permitido obtener
construcciones tri- y tetravalentes, e incluso
anticuerpos sintéticos que contienen el tercer dominio

constante de la cadena pesada. Las flechas indican
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flexible de 15 residuos de aminoacidos que permite
se dé la interaccién correcta entre cadenas N-
terminal de V con la N-terminal de V,. Bajo este
precepto, es posible la construccién de moléculas
diméricas, ya que al acortar el conector a 5
residuos de longitud se previene el alineamiento
intramolecular, forzando alamolécula a asociarse
con los dominios de otra molécula, dicha
asociacion recibe el nombre de “diabody”. Un
diabody es un dimero de scFvs con dos paratopos
funcionales con una avidez mas alta que el
monoémero. Acortando el conector a 3 residuos o
haciendo el ensamblado sin conector, previene la
formacién del dimero y permite una asociacion
mas estable como la del trimero o triabody con
tres paratopos, y/o del tetrdmero con cuatro®®’.

Las construcciones anteriores hacen referencia
aunasolaespecificidad, s6loreconocen un epitopo
(monoclonalidad). Sin embargo en algunos casos,
lo conveniente es tener moléculas biespecificas.
Para construir una molécula scFv biespecifica es
necesario hacer un intercambio de cadenas de
diferente especificidad. Por ejemplo, si se tiene un
scFv con especificidad para A (V,,V, ,)y otra para
B (V,;V, ;) esnecesario hacerun nuevo ensamblaje,
una intercalacién de cadenas en el mismo vector
de expresién, la nueva construccién quedaria de
la siguiente forma: V V-V .V, ,, también es
indispensable el uso de un conector de cinco
residuos para evitar la asociacion intramolecular.
Hasta ahora la asociacién mas estable como
consecuencia de un conector corto, es un tipo de
cruceta, en la que el producto es un dimero o
diabody biespecifico®®. La figura 8 muestra los
diferentes tipos de moléculas de anticuerpos
recombinantes.

APLICACIONES Y PERSPECTIVAS

Las principales aplicaciones de los anticuerpos,
hastalafecha, en donde hantenido granrelevancia
son el area biomédica, la investigacion, el
diagnéstico y la terapéutica. En investigacion han
tenido aplicacién en la identificacién y clonacién
de genes, aislamiento de proteinas, la activacion
de enzimas, en el conocimiento de la estructura
molecular y en morfogénesis, asi como en la
localizacién de moléculas en tejidos. En
diagnéstico, debido a su gran especificidad y
capacidad ilimitada de reconocimiento de
cualquier estructura quimica, han permitido la
detecciéon de hormonas, vitaminas, citocinas,
metabolitos; monitorear el estado de vias
metabdlicas principales, medir el abuso de drogas
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o el funcionamiento de los 6rganos; la deteccion
de enfermedades infecciosas, autoinmunes,
alérgicas, oncolégicas o congénitas; en
hematologia han contribuido a la detecciéon de
grupos sanguineos y pruebas relacionadas con
transfusiones® y transplantes (moléculas HLA).
Lasaplicaciones terapéuticas constituyen el campo
mas importante de los anticuerpos, ya que son
capaces de erradicar ciertas infecciones y destruir
células, incluidaslas tumorales, mediante distintos
mecanismos. Por esta razén, son excelentes
biomoléculas parael tratamiento de enfermedades
infecciosas, autoinmunes, cancer o para evitar el
rechazo trasplantes.

Existen varios anticuerpos monoclonales
aprobados para su uso en determinadas
enfermedades, hasta el momento s6lo son 18, pero
una gran cantidad estan en proceso y muchos
otros en fase de ensayo. En un principio nadie se
imaginaba que fuera posible sintetizar anticuerpos,
una molécula tan importante y estructuralmente
compleja fuera del organismo, en la actualidad es
posible hacerlo in vitro, ademés la biotecnologia
hapuesto su parte en el desarrollo de metodologias
que permitan optimizar los procesos para
produccién a gran escala, que hasta el momento
son muy costosos. Sin embargo; los tépicos que
atin no han sido resueltos del todo son la
recuperacion y purificacion de estas moléculas; a
este respecto los métodos de producciéon in vivo
tienen una limitante de connotacién ética, pues
todavianoestan bien establecidas laslegislaciones
apropiadas sobre el uso de animales transgénicos,
por ejemplo. Por otra parte, la tecnologia de
anticuerpos recombinantes ha venido a facilitar
aun mas las cosas debido a sus bajos costos de
produccién y desde el punto de vista bioquimico,
las moléculas implicadas representan la minima
expresion del sistema de reconocimiento, por
ejemplo los VHH, que aun cuando son sélo el
dominio variable de la cadena pesada derivados
de los camélidos, no pierden la capacidad de
interaccionar con el antigeno correspondiente
con alta afinidad y especificidad y han sido
puestos a prueba con antigenos de diferente
naturaleza® %, y desde el punto de vista terapéutico,
es minimo el reconocimiento por el sistema del
organismo a tratar. Esta tecnologia ha demostrado
ser prometedora, ya que se han tenido resultados
tan buenos como los de los anticuerpos
monoclonales, tanto que en la actualidad se han
recuperado los genes de las cadenas V,y V, de
hibridomas importantes, los cuales ya han sido
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producidos en fagos y evaluados, manteniendo el
mismo efecto, pero bajo la salvedad de que las
exigencias de produccién son minimas y los
costos més bajos. Respecto a otras ventajas que
ofrecelatecnologia, es muy importante mencionar
que es posible aumentar la afinidad de las
moléculas mediante manipulacién de los genes
V, v V, y mas especificamente mediante la
modificacién de los CDR. En la naturaleza este
proceso se lleva a cabo por recombinaciéon
somatica, por lo que nuevamente esta técnica ha
sido empleada para mejorar la afinidad de los
anticuerpos producidos mediante hibridomas con
probadaefectividad en diversas areas terapéuticas.
Por otra parte, como ya se menciond, es factible
mejorar la avidez de las moléculas, haciéndolas
mas sofisticadas y complejas, por ejemplo, es
posible hacer una molécula bi-, tri- o tetravalente
por simple modificacién en la longitud del
conector, o hacer moléculas con varias
especificidades porreordenamiento en la posiciéon
de los genes de las cadenas involucradas®.
Aunado a estas mejorias, sobre todo respecto a la
terapéutica, es posible hacer un acoplamiento de
los de los scFv a moléculas que coadyuven el
efecto, porejemplotoxinas, farmacos, radiontclidos
o moléculas efectoras, lo que permite que su
accion sea sitio-especifica para casos como el
cancer o transplantes, o para aumentar la
biodisponibilidad de un farmaco, asi como
disminuir los efectos secundarios indeseables®.

Existe ya una extensa cantidad de ejemplos de
anticuerpos recombinantes con potencial uso
terapéutico, entre los cuales destacan los hechos
contra distintos tipos de cancer, para leucemia®,
adenocarcinomas®, tumores' !, melanomas'**
104 por mencionar algunos. Una limitacién
importante de los anticuerpos es que tienen un
intervalode accién limitado al espacio extracelular,
lo que ha sido resuelto acoplando al anticuerpo
un péptido acarreador!®® °¢ de naturaleza
anfipatica que lo ayude a atravesar la membrana
plasmatica. Bajo la perspectiva de la terapia
génica, y las mejoras en las estrategias de la
transgénesis, varios esfuerzos han sido encausados
para combatir ciertas enfermedades de indole
infecciosa o degenerativa, con la generacién de
anticuerpos recombinantes bloqueadores
expresados en el interior de la célula, estos
anticuerpos recombinantes intracelulares son
referidos como intrabodies. Esto se logra
introduciendo por medio de un vector,
generalmente de tipo viral, los genes de las cadenas
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V., ¥V, consecuencias especificas delocalizacién
subcelular, con la finalidad de que los anticuerpos
recombinantes generados sean transportados a
algtin compartimiento celular en particular, por
ejemplo el niicleo, las mitocondrias o el reticulo,
dependiendo del lugar en que se encuentre la
molécula a bloquear'’” ', Los intrabodies han
demostrado ser una herramienta importante para
lainvestigacién, validacién e incuestionablemente
en la terapéutica, tanto que en la actualidad se ha
vuelto una opcién atractiva que cada vez comienza
a ganar mas adeptos respecto a la estrategia del
ARNdeinterferencia'®. Experimentalmente existen
casos especificos para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas tales como
Parkinson'* !, Huntington''* '3 y Alzheimer"'*
115; yirales como el herpes virus asociado a sarcoma
de Kaposi''®, virus del papiloma'’’, virus de la
hepatitis C''#, rotavirus'® y virus de la
inmunodeficiencia humana'?*'?*. En oncologia
este tipo de moléculas no s6lo han servido para el
area clinica, si no también para dilucidar algunos
mecanismos de transformacién involucrados!**
125 Cabe mencionar que el drea microbiolégica y
parasitolégica todaviatiene muchos retos a vencer
pues existen varias enfermedades de dificil
erradicacién causadas por parasitos intracelulares
tales como Trypanosoma sp. Leishmania sp.,
Plasmodium sp., Toxoplasma sp.; bacterias como
Mycobacterium sp., Chlamydia sp., Listeria sp.,
y hongos como Histoplasma sp. y Cryptococcus
sp., porlo que habria que considerarla posibilidad
de aplicar esta tecnologia para su estudio.
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SUMMARY

Antibodies: properties, applications and perspectives
Antibodies appeared in the organisms in response to the needs
of neutralizing and destroying the attacks of external agents
injurious to themselves. Antibodies are macromolecules that
because of their properties of specificity and affinity to their
antigens, have been used in a great variety of studies in medicine.
Moreover, their manipulation out of living systems has permitted
their application in the treatment and opportune diagnosis of
several diseases. The present work shows a synopsis of antibodies’
biochemical properties and the most recent strategies that have
allowed the manipulation of these molecules in order to improve
their affinity and avidity. This work will also present the
methodological advances that can increase antibodies application
potential in biology and in medical research. (MEDICAS UIS
2007;20(1):15-30).
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