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RESUMEN

Los anticuerpos monoclonales constituyen en el momento actual el principal grupo de medicamentos
biotecnoldgicos. Un hito importante en relacion con la obtencion de estos farmacos fue la puesta a punto de la
tecnologia del hibridoma por Khéler y Milstein en 1975. Desde entonces, la naturaleza molecular de los anticuerpos
monoclonales terapéuticos, asi como los métodos de produccion han evolucionado considerablemente.
Actualmente, las estrategias para la produccion de estos farmacos pasan inevitablemente por la seleccion de dianas
terapéuticas de interés, hecho que entrafia gran dificultad, ya que, a menudo no se conocen completamente las
rutas bioquimicas implicadas en la génesis y desarrollo de muchas patologias. Su obtencion puede llevarse a cabo
utilizando ratones genéticamente modificados en los cuales se introducen los genes que codifican las
inmunoglobulinas humanas, utilizando los vectores adecuados. También puede emplearse la tecnologia de
presentacion de proteinas en la superficie de fagos filamentosos o Phage Display, que permite obtener anticuerpos
monoclonales sin utilizar ratones. Mediante esta técnica se obtienen bibliotecas de anticuerpos, a partir de las
cuales podradn seleccionarse aquellos que contengan la secuencia genética que codifica el anticuerpo con mayor
afinidad y especificidad por la proteina diana. La tecnologia de ADN recombinante también ha hecho posible la
obtencion de moléculas recombinantes derivadas de anticuerpos, como los fragmentos de anticuerpo y las proteinas
de fusion, asi como otros, llamados biespecificos, en los cuales los dos sitios de union al antigeno poseen
especificidades diferentes.

INTRODUCCION

Los medicamentos biotecnoldgicos constituyen en la actualidad la vanguardia en la innovacion
terapéutica farmacoldgica. En las uUltimas décadas, los grandes avances de la Biotecnologia y la Biologia
Molecular han permitido el desarrollo de gran cantidad de medicamentos biotecnoldgicos innovadores
destinados al tratamiento de enfermedades neopldsicas, autoinmunes, infecciosas, inflamatorias y
cardiovasculares, entre otras. Estos medicamentos tienen un enorme potencial en el tratamiento de
estas enfermedades graves para las cuales, hasta el momento de su introduccién, no existian farmacos
eficaces disponibles.

Pero, iqué es un medicamento biotecnoldgico?

Un medicamento biotecnolégico es aquel cuyo principio activo, de origen bioldgico, ha sido obtenido
utilizando tecnologia de ADN recombinante. Y una sustancia bioldgica es aquella que se produce o se
extrae a partir de una fuente bioldgica y que necesita, para su caracterizacion y determinacion de su
calidad, una combinacién de ensayos fisicoquimicos y bioldgicos junto con el proceso de produccién y su
control.?
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Segun la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) un medicamento bioldgico es el que contiene uno o
mas principios activos sintetizados o derivados de una fuente bioldgica (como microorganismos,
organos y tejidos de origen vegetal o animal, células o fluidos de origen humano o animal y disefios
celulares biotecnoldgicos). Es decir, aquel cuyo principio activo es producido por un organismo vivo o a
partir de él.2

Actualmente se habla de fdrmacos bioldgicos o biofdrmacos para hacer referencia, en general, a todos

los productos de origen bioldgico, ya que la mayor parte de ellos se obtienen mediante biotecnologia,
+

aunque existen algunas excepciones'.
Si bien los medicamentos biolégicos pueden ser de naturaleza quimica muy diversa, incluyendo
polisacaridos, hoy en dia la mayor parte de estos productos la constituyen las proteinas o, en general,
moléculas con un importante componente peptidico. La incorporacidn de estos farmacos a la
terapéutica se produjo paralelamente a la introduccion de las técnicas de ADN recombinante. En 1953,
Watson y Crick descubrieron la estructura de doble hélice del ADN y a partir de ahi se conocié la
estructura de los genes y cdmo la informacion que portaban se traducia en funciones o caracteristicas.?
Entonces se comenzé a buscar la forma de aislarlos, analizarlos, modificarlos y hasta de transferirlos de
un organismo a otro para conferirle una nueva caracteristica. Basicamente, de eso trata la ingenieria
genética, que se podria definir como un conjunto de metodologias que permite transferir genes de un
organismo a otro y expresarlos (producir las proteinas para las cuales estos genes codifican) en
organismos diferentes al de origen.

El ADN que combina fragmentos de organismos diferentes se denomina ADN recombinante. En
consecuencia, las técnicas que emplea la ingenieria genética se denominan técnicas de ADN
recombinante y los organismos que reciben un gen que les aporta una nueva caracteristica se
denominan organismos genéticamente modificados o transgénicos.

Gracias a la aplicacién de estas técnicas, que permiten la manipulacién del ADN, ha sido posible la
obtencidn de proteinas recombinantes, es decir, proteinas obtenidas a partir de una especie o una linea
celular distinta a la original; combinando material genético de diferente origen.

Los biofarmacos son proteinas o glicoproteinas de elevado peso molecular, con una estructura
tridimensional compleja, que contienen un numero elevado de aminoacidos con una secuencia
determinada y con especificidad en el nimero y localizacién de puentes disulfuro que unen las cadenas
proteicas. En ocasiones, contienen moléculas de carbohidratos que matizan su actividad bioldgica.
Ademds, la cadena proteica puede presentar hélices en nimero, tamafio y configuracién variados. Todo
ello les hace poseer determinadas propiedades inherentes a las cadenas peptidicas que las formany a la
estructura tridimensional en que se constituyen tras los diferentes plegamientos y configuraciones
espaciales que se pueden producir. En definitiva, son estructuras de tal complejidad que sélo los
organismos vivos las pueden producir y cuya obtencion por los métodos convencionales de sintesis
quimica seria inabordable.

Los farmacos bioldgicos son, por tanto, farmacos muy complejos que han sufrido una gran evolucién. El
primer paso se dio con la identificacion de los fragmentos de ADN responsables de la produccion de
determinadas hormonas, enzimas, factores de crecimiento, etc. Asi se obtuvieron los biofarmacos mas
simples, que componen la primera generacién de medicamentos biolégicos, como la insulina, la
hormona de crecimiento, las gonadotropinas, los factores de la coagulacion o los factores estimuladores
de colonias, cuyo “mecanismo de accidén” consistia Unicamente en suplir a un factor que se encontraba
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deficitario en el organismo. Casi inmediatamente después, de forma paralela al avance en el
conocimiento de los procesos fisiopatolégicos, se realizaron observaciones de las que se extrajeron
consecuencias provechosas, de tal manera que, en la actualidad, gracias a la introduccién de los
biofarmacos de segunda generacidn, los anticuerpos monoclonales, los posibles mecanismos de
actuacion de los medicamentos bioldgicos son, tedricamente, ilimitados. En el momento actual los
anticuerpos monoclonales se han establecido como el principal grupo de farmacos biotecnoldgicos.

LOS ANTICUERPOS Y EL SISTEMA INMUNE

A modo de apunte histérico cabe recordar que en 1900, Ehrlich expuso su teoria de las “cadenas
laterales” aplicada a la inmunologia.* Afirmaba que las células del organismo producian unos receptores,
unas cadenas laterales, que eran capaces de unirse a las toxinas bacterianas por complementariedad
molecular; de tal manera que cuando una célula esta en peligro elabora un exceso de tales cadenas, que
se separan de la célula y se convierten en antitoxinas circulantes, capaces de actuar frente a las toxinas
bacterianas. Es decir, lo que hoy llamamos anticuerpos. Afios mas tarde, en 1972, Edelman y Porter,
obtuvieron el premio Nobel por sus descubrimientos relativos a la estructura quimica de los
anticuerpos.>®

Como sabemos, los anticuerpos naturales o inmunoglobulinas (Ig) son los principales efectores de la
respuesta humoral del sistema inmune. Como parte del sistema inmunoldgico normal, los linfocitos B y
las células plasmaticas derivadas de ellos, producen cientos de miles de anticuerpos (policlonales) que
son capaces de reconocer de manera especifica componentes antigénicos presentes en bacterias, virus
u otros agentes invasores y formar con ellos complejos estables (inmunocomplejos). Las
inmunoglobulinas pueden encontrarse en forma soluble (anticuerpos), o bien, tal como decia Ehrlich,
ancladas a la membrana de los linfocitos B constituyendo el receptor para antigeno (BCR) de estas
células.

En el organismo humano existen cinco tipos diferentes de inmunoglobulinas, G, E, D, My A. Si bien la
estructura general de todas ellas es muy similar, cada tipo de inmunoglobulina tiene una funcién
diferente en el sistema inmunoldgico. De todas las inmunoglobulinas, las IgG son las que desempefian
un papel preponderante en la respuesta inmunoldgica, siendo el tipo mas abundante en el organismo.”

ESTRUCTURA BASICA DE UNA INMUNOGLOBULINA

La estructura mas sencilla de inmunoglobulina tiene la forma caracteristica de una “Y” (Figura 1). Esta
constituida por dos cadenas peptidicas largas (H, pesadas) e iguales y dos cadenas peptidicas cortas e
iguales (L, ligeras), interconectadas por varios puentes disulfuro en una regién conocida como region
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Figura 1. Estructura bdsica de una inmunoglobulina

El fragmento Fa» (Fragment antigen binding) comprende la regidn variable de las cadenas Hy Ly una
parte de la regidn constante. Esta region determina su “especificidad” ya que en ella se encuentra la
zona de unidn al antigeno, mientras que en la region Fc (Fragment crystallizable) residen las llamadas
“propiedades efectoras” de la reaccién inmune, que convierten la unidn inicial paratopo-epitopo en una
reaccion bioldgica en la que participan otras células y moléculas solubles. El resultado es la
neutralizacion de la sustancia toxica o la destruccidn del microorganismo portador de la molécula de
antigeno.

Estos segmentos peptidicos se yuxtaponen para formar una superficie o cavidad (paratopo) donde se
aloja la region del antigeno reconocida por el anticuerpo (epitopo). El paratopo conforma una imagen
especular del epitopo, y los seis segmentos que lo forman reciben el nombre de regiones hipervariables
o regiones determinantes de la complementariedad (CDR, Complementary Determining Regions). Las
regiones CDR confieren a las inmunoglobulinas una enorme especificidad y diversidad. 8

ORIGEN DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales son inmunoglobulinas modificadas, disefiadas especificamente para
actuar frente a dianas concretas, con el objetivo de interrumpir un proceso patoldgico concreto,
estimular una accién celular determinada o desviar un mecanismo celular hacia una via de interés.
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Figura 2. Representacion esquemdtica de la obtencion de anticuerpos monoclonales mediante la
tecnologia del hibridoma. Michnick W and Sidhu S (2008)

Esta tecnologia supuso un importante avance, ya que permitié obtener anticuerpos especificos capaces
de reconocer a un Unico epitopo o determinante antigénico y producirlos de forma ilimitada. El
procedimiento comienza con la inmunizacidn de un ratén con el antigeno de interés, tras la cual, se
extraen los linfocitos B a partir del bazo del animal y se fusionan con células neoplasicas de mieloma. De
esta manera se obtiene una célula de fusion, un hibridoma, que combina ciertas ventajas de sus
progenitores, la capacidad de producir grandes cantidades de un Unico anticuerpo, propia de los
linfocitos B y la capacidad de multiplicarse indefinidamente, caracteristica de las células neoplasicas. A



continuacion, se seleccionan los hibridomas capaces de producir los anticuerpos deseados y se produce
la expansién del clon de mayor interés. Finalmente se procede a la purificacién de los anticuerpos
obtenidos. De esta manera se obtiene una fuente casi inagotable de anticuerpos producidos por un clon
celular, que derivan de un unico linfocito B, y que son por tanto idénticos y especificos de epitopos
individuales.

El primer anticuerpo monoclonal terapéutico producido mediante esta tecnologia fue muromonab, de
origen murino, dirigido frente al antigeno CD3 que se expresa en la superficie de los linfocitos T. Fue
aprobado por la FDA (Food and Drugs Administration) en 1986 para el tratamiento del rechazo en
pacientes trasplantados.

Sin embargo, el empleo de anticuerpos monoclonales murinos obtenidos mediante esta tecnologia
presentaba importantes limitaciones derivadas de su origen no humano, como su corta semivida
plasmatica o unas funciones efectoras ineficientes, pero sobre todo, la produccion de anticuerpos
humanos frente a las cadenas murinas, que provocaba importantes efectos adversos que limitaban su
uso clinico.
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Figura 3. Tipos de anticuerpos monoclonales segtn su origen (Foltz IN, 2013)

Con el fin de evitar estos problemas, potencialmente graves, y gracias a las técnicas de ingenieria
genética, se desarrollaron nuevas técnicas moleculares que dieron lugar a la obtencion de los
anticuerpos monoclonales de segunda generacién, los anticuerpos monoclonales recombinantes
(Figura 3), en los cuales se reemplazaron porciones del anticuerpo murino por proteinas humanas. En
primer lugar se obtuvieron los anticuerpos monoclonales quiméricos, en los que la region Fab es de
origen murino mientras que la fraccion cristalizable Fc es de origen humano, y posteriormente los
anticuerpos monoclonales humanizados, en los que la region Fc sigue siendo de origen humanoy la
region Fab es parcialmente humana y parcialmente murina. Los anticuerpos monoclonales quiméricos
contienen aproximadamente un 65-90% de cadena humana mientras que los humanizados contienen
aproximadamente un 90-95%. En 1997 se aprobd el primer anticuerpo monoclonal quimérico,
rituximab, y en 1999 el primero humanizado, daclizumab.



Actualmente, se han desarrollado procedimientos que permiten obtener anticuerpos monoclonales
completamente humanos, reduciéndose considerablemente el potencial inmunogénico. El primero de
ellos, adalimumab,® fue autorizado en 2003.

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES TERAPEUTICOS

Un método para obtener anticuerpos monoclonales completamente humanos consiste en la utilizacién
de ratones transgénicos, en los cuales se introducen los genes de las inmunoglobulinas humanas
utilizando distintos vectores. Los ratones transgénicos portadores de los genes de las inmunoglobulinas
humanas se cruzan con ratones en los cuales se han eliminado los genes de las inmunoglobulinas
enddgenas murinas, con el fin de conseguir un ratén capaz de producir exclusivamente
inmunoglobulinas humanas (Figura 4).1%12
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Figura 4. Obtencidn de anticuerpos monoclonales completamente humanos a partir de ratones
transgénicos (Foltz IN, 2013)

Por otra parte, la tecnologia Phage Display (presentacion de proteinas en la superficie de fagos
filamentosos) permite obtener anticuerpos monoclonales sin utilizar ratones. Los fagos son particulas
viricas que infectan bacterias, sin producir enfermedades en los seres humanos. Mediante técnicas de
ADN recombinante es posible introducir genes de cualquier organismo, sin importar la complejidad, en
el genoma de los fagos. Estos fagos modificados genéticamente pueden expresar en su superficie
diferentes proteinas terapéuticas. En lineas generales, lo que se pretende con esta tecnologia es
obtener una molécula que posea la maxima afinidad por una determinada diana terapéutica. Y para ello,
el primer paso es obtener todas las posibles combinaciones genéticas que produzcan la molécula que se
estd buscando y cada una de estas secuencias se fusiona con el gen que codifica las proteinas de la
capside del fago, para lograr que sean expresadas en su superficie. De esta forma se obtienen clones de
fagos, cada uno de los cuales produce una variante diferente de la secuencia de la proteina que se desea



obtener. Posteriormente, se eligen aquellos fagos que expresen en su superficie la molécula con las
mejores propiedades de unién a la molécula diana (Figura 5).13 1415
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Figura 5. Técnicas de produccion de anticuerpos mediante presentacion en fagos (in vitro) y mediante la
utilizacion de ratones transgénicos (in vivo). (Brekke and Sandlie, 2003)

A continuacidn, se describe el proceso de obtencién de un anticuerpo monoclonal destinado a bloquear
la accion de una proteina diana en un determinado proceso patolédgico. Dicho proceso se inicia con el
aislamiento de los genes que codifican las cadenas ligeras (Vi) y pesadas (Vu) de la fraccién variable, a
partir de los linfocitos B aislados de donantes humanos adultos sanos. Estos genes se amplifican
mediante un proceso denominado reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite aumentar su
cantidad exponencialmente. Una vez aisladas y copiadas las secuencias genéticas, éstas se someten a un
proceso de recombinacidn, obteniéndose todas las combinaciones posibles, lo que supone la creacion
de una gran cantidad de anticuerpos diferentes. El siguiente paso es clonar las combinaciones
obtenidas, para lo cual se insertan en el ADN del fago junto a los genes que codifican las proteinas
estructurales de la capside. Los fagos se replican en el interior de E. coliy los anticuerpos funcionales
son expresados en su capside, de la misma manera que un linfocito B expresa los anticuerpos en su
superficie. Los multiples fagos originados, con sus correspondientes anticuerpos en la superficie
constituyen una biblioteca de anticuerpos, a partir de la cual deberan seleccionarse aquellos que
contienen la secuencia génica que codifica el anticuerpo con la mayor afinidad y especificidad por la
proteina diana en cuestion.



Una vez seleccionada la combinacién Vi/VL (de la fraccion Fab), ésta se ensambla con el esqueleto
estructural del anticuerpo, la fraccidn F.. La secuencia genética resultante se introduce en células de
ovario de hamster chino (células CHO).*

Seguidamente, se detallan las etapas del proceso de fabricacion industrial.
El proceso de produccion (Figura 6) consta de dos fases fundamentales:

1. Fase de elaboracién o upstream o de produccién a pequefia escala y
2. Fase de transformacién o downstream o de produccién a gran escala.
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Figura 6. Pasos fundamentales del proceso de produccion de un anticuerpo monoclonal

La fase de elaboraciéon comienza con el cultivo de las células, que serdn las encargadas de producir la
proteina terapéutica. Estas células se cultivan a pequefia escala, en frascos o placas Petri, que contienen
el medio de cultivo necesario para que las células crezcan. Una vez conseguida la linea celular, se
somete a crioconservacién en numerosos viales para crear un banco de células. Cuando se va a llevar a
cabo el proceso de fabricacién de un lote, se descongela un vial del banco de células y se inicia el cultivo
celular en un matraz que contiene un pequefio volumen de medio de cultivo. Durante el proceso de
escalado, las células se transfieren secuencialmente a recipientes cada vez mas grandes, que contienen
mayor volumen de medio de cultivo, de manera que las células se dividen constantemente siempre que
el entorno de crecimiento siga siendo favorable. Los cambios mas pequefios pueden afectar a las células
y alterar las proteinas que producen. Por eso se requieren controles estrictos para garantizar la calidad y
reproducibilidad del producto final. Hay que controlar variables como: temperatura, pH, nivel de
oxigeno, concentracion de nutrientes, etc. Ademas, deben realizarse pruebas para comprobar la
ausencia de contaminacién con bacterias, levaduras u otros microorganismos, ya que cualquier
contaminacidn de un cultivo estropearad la totalidad del lote. Estos controles se realizan manualmente.

A continuacion, las células que han mostrado mayor capacidad de crecimiento de forma estable a lo
largo de varios cultivos se cultivan en equipos de volumen superior y se evalla su capacidad de
produccion de la proteina de interés y la calidad de la misma, en base a su correcta estructura,
glicosilacion, funcionalidad, etc.



Esta etapa es muy critica, ya que debe finalizar con la seleccidn de la linea celular maestra, que sera la
que definitivamente se traslade a la ultima etapa del proceso.

La seleccion de la linea celular maestra se lleva a cabo en funcion de:

e lavelocidad de crecimiento (concentracion de células/unidad de tiempo) en el sistema final
e Laproductividad de la linea celular (cantidad de proteina producida por cada célula).

La siguiente etapa es la fase de transformacion o downstream o de produccion a gran escala; es decir, a
la escala de produccidn necesaria, que vendra determinada por las necesidades de produccidn (en base
al volumen de mercado al que va destinado el farmaco) y la productividad de la linea celular.

A continuacion, se aisla el anticuerpo monoclonal a partir de las células para ser sometido
posteriormente a sucesivos procesos de filtracidn y purificacion (cromatografia y ultrafiltracion). Estos
procesos también son una parte muy importante del proceso de fabricacion, ya que puede tener una
influencia critica en la economia global del proceso en funcién del rendimiento obtenido.

Finalmente, se formula el producto segun las especificaciones vigentes y se acondiciona para su uso
clinico.

Cada uno de los pasos que se llevan a cabo para la produccidn de un anticuerpo monoclonal es
especifico para cada farmaco. Cualquier minima alteracién puede dar lugar a cambios en la estructura
del principio activo, comprometiendo su estabilidad o su comportamiento terapéutico, o incrementando
el riesgo de efectos adversos. Los parametros que definen los procesos de fabricacién deben estar bien
especificados para una correcta valoracion de la calidad del producto.!®

Por tanto, actualmente pueden obtenerse de manera especifica anticuerpos totalmente humanos, que
se dirigen de modo muy especifico y con un buen perfil de seguridad hacia una molécula concreta que
desempefia una funcion clave en un proceso patoldgico. Esta molécula puede ser un receptor de
superficie celular, una molécula de sefializacién, etc. El objetivo es que el anticuerpo reconozca dicha
molécula, se una a ella y finalmente, se detenga el proceso patoldgico.

Todos los anticuerpos aprobados para uso terapéutico pertenecen a la familia de las IgG. Pero, a la hora
de desarrollar un anticuerpo monoclonal terapéutico, surge la pregunta de cual elegir. ¢ Existen razones
para preferir un isotipo u otro de IgG?

En humanos, existen cuatro isotipos de IgG, que se diferencian estructuralmente entre si por el tamafio
de la regién bisagra, en el nimero de puentes disulfuro entre las cadenas pesadas, en su forma
funcional in vivo, en su vida media, en el nimero de alotipos (polimorfismo alotipico), asi como en su
capacidad para ejercer funciones efectoras.

A la hora de elegir el isotipo serd necesario tener en cuenta los resultados que se pretendan obtener in
vivo, sobre todo dependiendo del mecanismo de accién que se busque.

Las funciones efectoras son muy Uutiles, por ejemplo, cuando lo que se pretende es destruir células
tumorales. Los anticuerpos disefiados para tener un mecanismo de accién en enfermedades neoplasicas
requieren un isotipo capaz de activar el complemento y que ejerza funciones efectoras para provocar la
muerte celular por citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Sin embargo, si el objetivo es la
neutralizacién de antigenos solubles, las funciones efectoras son menos relevantes.

Por tanto, a la hora de desarrollar anticuerpos monoclonales terapéuticos deben considerarse las
propiedades de los diferentes isotipos, aunque no existen reglas generales para la seleccién de uno u
otro, ya que la eleccidn final debe guiarse por los resultados de los estudios pertinentes.!’



MOLECULAS RECOMBINANTES DERIVADAS DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Ademads de los anticuerpos monoclonales completos, también se utilizan en clinica diversas moléculas
recombinantes derivadas de ellos para finalidades concretas, considerando la diana farmacoldgica hacia
la que se dirigen.

Estas moléculas derivadas de anticuerpos constituyen un conjunto heterogéneo de proteinas
recombinantes entre las que se incluyen los fragmentos de anticuerpos monoclonales, tipo Fas, Fv de
cadena sencilla (ScFv), diabodies, triabodies, etc. y las proteinas de fusién.

Antes del desarrollo de las técnicas de ingenieria genética la obtencidon de fragmentos de anticuerpo
(Fab, fragment antigen-binding) (Figura 7) se llevaba a cabo mediante la accién de enzimas proteoliticas.
Posteriormente se obtuvieron versiones recombinantes funcionales de Fvy Fab en E. coli. E. coli es en la
actualidad el sistema de expresion mas accesible para la produccion de estos fragmentos debido a las
ventajas indiscutibles que ofrece en lo que se refiere a manipulacién, transformacion, cinética de
crecimiento y condiciones de fermentacion.

B Triabody Tetrabody

A % &

Flab), é FvO VO @ @@»@

Tandab Diabody  sc-diabody

oo—&—2

(scFv), scFv Minibody

Figura 7. A. Fragmentos de anticuerpos monoclonales. B. Ingenieria de anticuerpos empleando
fragmentos variables de cadena unica o ScFv como base. (Sanz L, 2009)

La utilizacién de fragmentos de anticuerpo, como los Fy, formados por las regiones variables de la
cadena pesada vy ligera, donde se encuentra la zona de reconocimiento del antigeno, se debe a que su
bajo peso molecular les confiere unas propiedades 6ptimas tanto en el campo diagnéstico como en el
terapéutico. Sin embargo, las interacciones débiles que unen las regiones V los hacen muy inestables a
temperatura fisiolégica. Con el fin de mejorar la estabilidad y preservar la conformacién de este tipo de
fragmentos de anticuerpo recombinantes se han desarrollado diferentes estrategias que incluyen la
introduccién de puentes disulfuro adicionales y la adicion de segmentos peptidicos flexibles (/inkers),
que conectan los genes de las regiones V de la misma cadena o de cadenas distintas.

De esta manera se han obtenido fragmentos recombinantes en los que las regiones Vi y Vi estan unidas
por un linker peptidico. Estas estructuras se denominan scFv (single chain F.). También se han obtenido
fragmentos bivalentes (diabodies) que presentan dos sitios de unidn al antigeno, y diabodies
biespecificos que pueden reconocer dos antigenos distintos.
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La tecnologia de ADN recombinante ha hecho posible el disefio de moléculas artificiales denominadas
proteinas de fusidn o proteinas recombinantes quiméricas, (Figura 8) derivadas de anticuerpos
monoclonales, que son el resultado de combinar la porcidon Fc de una IgG humana con fracciones
peptidicas de determinados receptores bioldgicos o de sus correspondientes ligandos. Las proteinas de
fusidn constituyen, por tanto, una alternativa para mejorar la expresion de proteinas recombinantes.

Receptor 1gG1 humana Proteina de fusién
de TNFa [Receptor-Fc]

Fragmento Fab
extracelular
Transmembrana + ’ é
Fragmento Fc
intracelular

Figura 8. Proteinas de fusion. Andlogos de receptores solubles

La tecnologia de ADN recombinante también ha hecho posible el disefio de anticuerpos monoclonales
biespecificos. Se trata de inmunoglobulinas construidas artificialmente mediante técnicas de ingenieria
genética, en las cuales los dos sitios de unidn a antigeno poseen especificidades diferentes. De esta
manera, una parte del anticuerpo es capaz de reconocer un tipo de molécula o célula diferente de la
otra.

Para ello deben obtenerse dos cadenas, VHA-VIB y ViB-V.A (siendo Ay B, los dos antigenos diferentes),
que se expresan en el mismo vector y se ensamblan para formar dimeros con dos sitios distintos de
unién al antigeno.® 8

En conclusion, podemos afirmar que los anticuerpos monoclonales constituyen una indiscutible
herramienta terapéutica, que, junto con los grandes avances en el conocimiento de la Biologia
Molecular, han permitido la actuacion de manera especifica sobre dianas clave en la etiopatogenia de
muchas enfermedades graves. Por otra parte, la tecnologia actual de fabricacion de estos farmacos
permite cada vez nuevos y mejores disefios capaces de ampliar sus horizontes terapéuticos.
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