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Introducción

Con la introducción de la tecnología de anti-
cuerpos monoclonales en 1975 por Koller y
Milstein1 ha sido posible disponer de anticuer-
pos con especificidades predefinidas y en can-
tidades prácticamente ¡limitadas. Hacía media-
dos de la década de los ochenta se iniciaron
diversos estudios clínicos con anticuerpos mo-
noclonales dirigidos contra diversos tumores. Es-
tos estudios han demostrado que los anticuer-
pos monoclonales pueden ser utilizados con
éxito y con efectos secundarios reducidos, sien-
do muy extraña la aparición de reacciones ad-
versas graves. Debido a que los anticuerpos mo-
noclonales poseen una reducida capacidad
citotóxica, se han iniciado diversas estrategias
combinando el uso de anticuerpos con agen-
tes cltostáticos, isótopos radiactivos y citocinas,
recombinantes con el objetivo de incrementar
el efecto citotóxico del anticuerpo. Finalmente,
la ingeniería genética ha aportado las herra-
mientas necesarias para convertir los anticuer-
pos obtenidos en ratón en anticuerpos quasi hu-
manos y así obviar la respuesta inmune
antiproteínas de ratón.

En nuestro laboratorio se inició la obtención
de anticuerpos monoclonales, tanto de ratón
como de humanos, a mediados de la década
de los ochenta. Inicialmente nos focalizamos en
el campo del melanoma para, posteriormente,
estudiar otras aplicaciones como el adenocar-
clnoma de colon y páncreas y, más reciente-
mente, empezar a trabajar en el campo de la
metástasis. Fruto de este trabajo ha sido la ob-
tención y caracterización de un panel de anti-
cuerpos monoclonales específicos de melano-
ma y el estudio de diversas aproximaciones a
la obtención de los mismos. La característica co-
mún en toda nuestra línea de trabajo es el uso
de antígenos glucídicos como antígenos asocia-
dos a tumores.

Las estructuras glucídicas de glucolípidos
y glucoproteínas como antígenos asociados
a tumores

Existen diversas evidencias de que las alte-
raciones genéticas inherentes a todo proceso
oncológico se traducen en múltiples alteracio-
nes de las moléculas expresadas en la mem-
brana celular. Estas alteraciones genéticas mo-
difican la síntesis y expresión de un gran número
marcadores de membrana implicados en la in-
teracción, desarrollo y diferenciación celular2.
Diversos grupos han demostrado que tanto en-
zimológica como inmunológicamente existe un
paralelismo entre la célula tumoral y su equiva-
lente embrionario3. Uno de los patrones que
exhiben un mayor paralelismo es el patrón de
glucosilación de la membrana celular4.

Uno de los cambios más significativos que ex-
perimenta la célula tumoral es el incremento en
la expresión de glucolípidos y glucoproteínas de
membrana. Estos cambios son tanto cuantita-
tivos como cualitativos. Cualitativamente es fre-
cuente el aumento en el grado de sialización y
fucosilación de las cadenas de hidratos de car-
bono sin que se hayan descrito estructuras de
neosíntesis, mientras cuantitativamente se in-
crementa de forma considerable el ritmo de sín-
tesis de glucolípidos y glucoproteínas de mem-
brana, y en muchos casos éstos son liberados
al torrente circulatorio5.

Los gangliósidos representan uno de los gru-
pos de glucolípidos que incrementan más su ex-
presión en muchos tumores; este incremento
es especialmente importante en tumores de ori-
gen neuroectodérmico tales como melanoma,
glioma y neuroblastoma.

La célula de melanoma presenta un incre-
mento en la expresión del gangliósido GD3,
mientras que en neuroblastoma es más frecuen-
te un incremento en la expresión de GD26. En
determinados casos se ha descrito la expresión
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de derivados acetilados de ambos gangliósi-
dos7. En la célula normal de GD3 se expresa
en las neuronas, médula adrenal, melanocitos
y determinadas subpoblaciones de linfocitos T.
La distribución tisular del GD2 es más restrin-
gida, pero se encuentra presente en el cerebro
y otros tejidos de origen neuroectodérmico89.
En ningún caso se ha descrito la expresión de
derivados acetilados GD3 o GD2 en células nor-
males.

Clínicamente se ha estudiado la evolución en
la expresión de gangliósidos desde el melano-
cito normal hasta el melanoma maligno. En el
melanocito no neoplásico el gangliósido mayo-
ritario es el GM3, mientras que GD2 y GD3
constituyen menos del 5% del total de ganglio-
sidos10. En el melanocito maligno se mantiene
la expresión de GM3, pero existe un incremen-
to en la expresión de GD2 y GD3. Este incre-
mento de expresión se debe a la activación de
la alfa (2—>8) sialiltransferasa11, enzima cla-
ve en la síntesis de disialogangliósidos. En la cé-
lula transformada la expresión de GD3 puede
llegar a representar hasta el 75% del total de
los gangliósidos que se encuentran en la célu-
la, mientras que la proporción GM3:GD3 pue-
de llegar a variar desde 19:1 en el melanocito
normal hasta 1:15 en el melanocito patológi-
co12. Esta inversión se acentúa con la diferen-
ciación del tumor y llega al máximo con la apa-
rición de metástasis13.

Se han obtenido una gran cantidad de anti-
cuerpos monoclonales específicos de diversos
gangliósidos que son capaces de inhibir, tanto
in vivo como in vit.ro el crecimiento del tumor.
Una gran mayoría de estos anticuerpos son es-
pecíficos de GD314, aunque existen otros anti-
cuerpos específicos de GD215 o con reactivi-
dad cruzada GD3-GD216. Recientemente se
han obtenido anticuerpos contra derivados ace-
tilados de GD317.

Estrategias en la obtención de anticuerpos
monoclonales murinos

Obtener una respuesta inmunológica contra
un glucolípido no es fácil. Se trata de antígenos
muy poco inmunogénicos, y que en muchos ca-
sos incluso poseen actividad inmunosupreso-
ra18. Sin embargo, se ha descrito la obtención
de un considerable panel de anticuerpos mo-
noclonales contra epítopos glucídicos19. En
nuestro laboratorio hemos ensayado cuatro
aproximaciones al problema de la inmunización
con estos antígenos.

inmunización con células tumorales

Es la aproximación más sencilla y la más uti-
lizada. Se basa en inmunizar ratones con célu-
las de líneas tumorales mantenidas en cultivo
y realizar el cribaje de los híbridos obtenidos me-
diante el antígeno purificado o bien emplean-
do un panel de líneas celulares del que conoz-
camos su fenotipo de membrana. Frente a su
sencillez metodológica presenta varios inconve-
nientes. En primer lugar, si deseamos obtener
anticuerpos contra un antígeno minoritario en
la membrana celular las probabilidades de éxi-
to son escasas por problemas de competencia
antigénica; en segundo lugar, al inmunizar con
una mezüa de varios antígenos los anticuerpos
obtenidos suelen presentar bastantes reaccio-
nes cruzadas y, finalmente, cabe mencionar
que el rendimiento obtenido en las fusiones es
bajo, siendo frecuente la obtención de anticuer-
pos IgM.

Inmunización con neoglucoproteínas
sintéticas

Debido a la escasa inmunogenicidad de los
gangliósidos per se o asociados a células tumo-
rales, se ha ensayado su conjugación a trans-
portadores proteicos, tipo seroalbúmina bovina
o hemocianina, y la inmunización mediante esta
neoglucoproteína. Este tipo de estrategia incre-
menta considerablemente la inmunogenicidad
del glucolípido y permite obtener anticuerpos
monoclonales IgG de elevada afinidad por el an-
tígeno.

Inmunización con conjugados glucolípido-
Salmonella minesotta

En esta estrategia se absorben los glucolípi-
dos con usados ácidos de la bacteria Salmone-
lla minesotta. Es una aproximación sencilla que
podría producir buenos resultados. El principal
inconveniente es el escaso rendimiento de la
misma y la baja especificidad de los anticuer-
pos obtenidos.

Inmunización con liposomas

Es la estrategia de más reciente implantación
y en ella se mimetiza a la célula tumoral me-
diante liposomas que incorporan glucolípidos
anclados en la bicapa lipídica. El empleo de li-
posomas nos permite emplear distintas compo-
siciones de lípidos para aumentar la ¡nmunoge-
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nicidad de los glucolípidos y inmunizar con el
glucolípido purificado. La respuesta obtenida a
estas inmunizaciones es muy específica y en for-
ma de IgM e IgG.

Caracterización de los anticuerpos
obtenidos

Los anticuerpos empleados en terapéuticas
oncológicas no tan sólo deben ser específicos,
sino que también deben reconocer y destruir
las células tumorales que expresan el antígeno
en estudio. Así mismo, la especificidad no se
debe medir tan sólo por el reconocimiento del
antígeno, sino que debe estudiarse el posible
reconocimiento de tejidos normales que tam-
bién expresan el antígeno en estudio.

Frente a la célula tumoral el mecanismo efec-
tor más potente es la citotoxicidad tanto celu-
lar como mediada por complemento. La citoto-
xicidad no es sólo función de la especificidad
del anticuerpo por el antígeno sino que es tam-
bién función del isotipo del mismo y de la den-
sidad de expresión del antígeno en la célula dia-
na. En el ratón sólo los isotipos IgM, lgG3 e
lgG2a poseen actividad citotóxica, sí bien la IgM
no es capaz de activar la citotoxicidad celular
anticuerpo-dependiente20. Por otra parte, se
debe tener en cuenta que la densidad mínima
del antígeno en la membrana celular para que
la citotoxicidad sea efectiva se sitúa en 10.000
moléculas por cada célula. Curiosamente, la afi-
nidad del anticuerpo por el antígeno soluble es
menos importante de lo que se pensó en un
principio dado que se trata de anticuerpos que
deben reconocer antígenos anclados en la
membrana celular. Es frente al antígeno parti-
culado que se debe medir la afinidad del anti-
cuerpo y esto imposibilita el cálculo de la cons-
tante de afinidad y sólo nos permite disponer
de datos comparativos entre distintos anti-
cuerpos.

Finalmente, deben realizarse ensayos ¡n vivo
en ratones del poder citotóxico de los anticuer-
pos. Estos ensayos se realizan con ratones atí-
micos nu/nu que no son capaces de rechazar
xenoinjertos tumorales. El protocolo se basa en
la implantación subcutánea del tumor o bien
mediante implantaciones ortotópícas y el pos-
terior tratamiento con el anticuerpo purificado
administrado por vía intravenosa. Los resulta-
dos se miden por el número de ratones que de-
sarrollan el tumor y por el tamaño de los mis-
mos. Los controles negativos se realizan
mediante un anticuerpo no relacionado o con

tumores que no expresen el antígeno en estu-
dio2:. Recientemente, se están sustituyendo los
ensayos con ratones atímicos por ensayos con
ratones con SCID (severe combined ¡mmuno-
deficiency). Estos ratones carecen totalmente de
linfocitos T y B y pueden ser repoblados con lin-
focitos humanos y desarrollar una respuesta in-
munológica humana22. Esta última aproxima-
ción, aunque tiene una mayor complejidad
metodológica, aporta unos resultados mucho
más próximos a la realidad.

Anticuerpos monoclonales humanos

Cuando se emplean anticuerpos monoclona-
les murinos en el hombre se produce una fuer-
te reacción inmune contra la proteína de ratón.
Los anticuerpos que vehiculizan esta respuesta
reciben el nombre de HAMA (Human Anti Mou-
se Antibodies) reducen la efectividad del trata-
miento y llegan a provocar reacciones anafilác-
ticas en determinados casos23. La alternativa a
los anticuerpos de ratón son los anticuerpos mo-
noclonales humanos.

A diferencia de la obtención de anticuerpos
monoclonales de ratón, la obtención de mono-
cíonales humanos es difícil especialmente por
la falta de un mieloma estable que permita ob-
tener hibridomas con las suficientes garantías.
Existen dos estrategias para obtener anticuer-
pos monoclonales humanos. En primer lugar,
la transformación de linfocitos de sangre peri-
férica mediante virus de Epstein-Barr y, en se-
gundo lugar, ¡a humanización de anticuerpos de
ratón mediante técnicas de ingeniería genética.

Transformación de linfocitos mediante virus
de Epstein-Barr

Muchos grupos han conseguido anticuerpos
monoclonales humanos partiendo de linfocitos
de sangre periférica de enfermos oncológicos.
Se trata de una metodología relativamente sen-
cilla y muy bien referenciada en la bibliogra-
fía24. Desgraciadamente, si bien el rendimien-
to de las transformaciones es elevado, los clones
obtenidos son muy inestables y muestran una
elevada tendencia a perder la capacidad de sín-
tesis de inmunoglobulinas y en muchos casos
se acaban perdiendo. Se han ensayado varias
estrategias para estabilizar los clones transfor-
mados sin que ninguna de ellas haya aportado
resultados significativos y son muy escasos los
clones que se han podido caracterizar adecua-
damente.
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Humanización de anticuerpos

La respuesta humana contra el anticuerpo de
ratón puede ser parcialmente reducida trans-
formando, mediante técnicas de ingeniería ge-
nética, el anticuerpo original de raión en un an-
ticuerpo quimérico. En los anticuerpos
quiméricos la región variable del anticuerpo de
ratón se sustituye con una región constante hu-
mana25. Sin embargo, cuando se emplean an-
ticuerpos quiméricos en el hombre todavía con-
servan un importante poder ¡nmunogénico. Esta
capacidad inmunogénica es variable y parece
estar en función de la secuencia de la región
variable de! anticuerpo de ratón y del grado de
homología que existe entre esta cadena y su
equivalente humano21.

Existe otra alternativa que nos permite redu-
cir casi al completo la inmunogenicidad de ¡os
anticuerpos de ratón; esta alternativa se basa
en la obtención de anticuerpos humanizados.
La región variable de los anticuerpos contiene
6 regiones que nteraccionan directamente con
el antígeno, estas regiones o CDR (Comple-
mentary-Determining Regions) están situadas
dentro de secuencias de soporte o frameworks
que mantienen su estructura tridimensional. El
grupo de Winter en Cambridge26 ha desarrolla-
do una metodología por medio de la reacción
en cadena de la polimerasa (PCR) que permite
introducir los fragmentos CDR del anticuerpo de
ratón en un anticuerpo completamente huma-
no. Dado que los fragmentos CDR sólo poseen
entre 4 y 7 aminoácidos, la inmunogenicidad
de estos anticuerpos humanizados es muy re-
ducida cuando no nula.

Los dos principales efectos de la baja inmu-
nogenicidad de los anticuerpos humanizados
son un incremento en el efecto biológico de los
anticuerpos y una mayor vida media en circu-
lación de los mismos. Existe una tercera venta-
ja del empleo ae los anticuerpos humanizados
y es su capacidad de ¡nteractuar con la malla
antiidiotípica del paciente y provocar la apari-
ción de anticuerpos antüdiotipo con acción re-
guladora.

El punto clave en el diseño y construcción de
anticuerpos humanizados es la determinación
de las secuencias del anticuerpo murino que de-
ben conservarse. Los fragmentos CDR murinos
se encuentran insertos en las secuencias mar-
co (frameworks) también murinas, y estas se-
cuencias no tienen porqué corresponderse con
las secuencias frameworks humanas que se em-
pleen en el diseño del anticuerpo humanizado.
Estos cambios pueden distorsionar la estructu-

ra tridimensional de los fragmentos CDR y pue-
den provocar la aparición de anticuerpos no fun-
cionales25.

Este problema puede solucionarse buscando
secuencias variables humanas con un alto gra-
do de homología con la secuencia de la región
variable del anticuerpo de ratón original con el
objetivo de ocasionar una mínima distorsión en
la estructu-a de los fragmentos CDR. El empleo
de programas de simulación mediante ordena-
dor constituye una importante herramienta para
determinar la estructura tridimensional de las
regiones CDR y su interacción con el epítopo an-
tigénico27.

La disponibilidad de anticuerpos humaniza-
dos permite afrontar estudios clínicos con pa-
cientes minimizando al máximo los efectos se-
cundarios de la administración del anticuerpo
y aumentando la potencia de los mismos al re-
ducir la respuesta inmunológica contra la pro-
teína de ratón. Por otra parte, una respuesta an-
tiidiotípica puede ser evitada utilizandc
combinaciones de anticuerpos con distintos idio-
tipos28.

Desarrollo de anticuerpos monoclonales

En nuestro laboratorio hemos focalizado nues-
tro esfuerzo en el campo del melanoma y del
adenocarcinoma de colon. Los epítopos esco-
gidos son el gangliósido GD3 como marcador
de melanoma y los antígenos sialil-Tn, disialo-
lacto-N-tetraosa como marcadores de adeno-
carcinomas de colon.

En el caso de melanoma se han ensayado las
cuatro estrategias de inmunización descritas an-
teriormente. La inmunización con conjugados
de GD3-Sa!monella provoca la aparición de gran
cantidad de anticuerpos con un elevado grado
de inespecificidad y un escaso poder citotóxi-
co, por lo que su utilidad terapéutica es nula
y actualmente hemos abandonado esta estra-
tegia. La inmunización con neoglucoproteínas
sintéticas permite obtener anticuerpos muy es-
pecíficos, generalmente lgG2a e lgG¡ pero que,
si bien reconocen el antígeno mediante ELISA,
no son caoaces de reconocer células de mela-
noma y no muestran ninguna capacidad cito-
tóxica.

Las dos aproximaciones que nos han propor-
cionado unos mejores resultados son la inmu-
nización con células de melanoma y el empleo
de liposomas. Mediante la inmunización con cé-
lulas de melanoma hemos obtenido un panel
de anticuerpos anti-GD3 de entre los que des-
tacaremos los anticuerpos 14F9, 14G4 y 2A10.
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El anticuerpo 14F9 es lgG3, mientras que los
otros dos son IgM. Los anticuerpos 14F9 y 2A10
reconocen exclusivamente al gangliósido GD3,
mientras que el anticuerpo 14G4 presenta al-
guna reacción con el derivado acetllado 9-0-
Acet¡l-GD3. Por lo que respecta a su reactivi-
dad celular todos ellos reconocen exclusivamen-
te melanoma, neuroblastoma y glioma y ningu-
no muestra reacción positiva frente a otros tipos
de tumores. Histológicamente los 3 anticuerpos
reconocen débilmente melanocitos normales y
nevos displásicos, no habiéndose detectado
reacciones positivas ni con tejido nervioso ni con
ningún otro tejido. Los anticuerpos 14F9 y 14G4
reconocen una subpoblación de linfocitos T CD4
positivos, el anticuerpo 2A10 no muestra esta
reactividad. Los 3 anticuerpos muestran reac-
ción positiva muy débil con una subpoblación
no determinada de monocitos.

Los resultados más interesantes que hemos
obtenido del análisis de estos anticuerpos son
los datos desprendidos del análisis de su afini-
dad y de la cinética de unión con el anticuer-
po. Los anticuerpos 2A10 y 14G4 muestran una
afinidad por el antígeno soluble muy elevada,
mientras que el anticuerpo 14F9 presenta una
afinidad menor; sin embargo, estos datos son
muy diferentes cuando se analiza la afinidad ha-
cia células de melanoma, en donde los anticuer-
pos más afines son 14F9 y 2A10. Este dato, y
el hecho de que los 3 anticuerpos no reconoz-
can células normales que en mayor o menor
grado expresan GD3 en su membrana, nos su-
gieren la idea de que los gangliósidos expresa-
dos en la membrana de la célula tumoral adop-
tan una conformación espacial diferente,
poiblemente debida a interacciones provocadas
por su elevada concentración en la membrana.
Recientemente hemos iniciado la humanización
del anticuerpo 2A10 y hoy día está disponible
en forma de IgGj humana.

El empleo de liposomas nos ha proporciona-
do una poderosa herramienta para incremen-
tar la escasa inmunogenicidad de los gangliósi-
dos, provocando una respuesta sumamente
específica y con un elevado poder citotóxico, por
lo que actualmente nos estamos planteando su
empleo en el campo de la inmunoterapia activa.
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DISCUSIÓN

F. GARRIDO: Quería insistir de nuevo en que el
sistema inmunológico celular sólo reconoce los
antígenos si son procesados intracelularmen-
te y presentados a través del complejo mayor
de histocompatibilidad. Conocemos que esto
es así para las células linfoides, linfocitos T,
y conocemos muy poco todavía acerca del re-
ceptor de las células NK, prácticamente nada.
Ha quedado claro en su exposición que es-
tán detectando unas moléculas en la membra-
na de melanoma, y quizá otros tumores, los
gangliósidos, que están expresados en estas
células, y que son reconocidos por anticuer-
pos muhnos más o menos humanizados, pero
siempre en la porción que se une al epítopo
murino. Creo que es claramente distinguible
lo que llamamos antígenos tumorales de lo
que son estos antígenos a los que prefiero de-
nominar antígenos asociados a tumores, nun-
ca antígenos reconocidos por el sistema ce-
lular del individuo.

O. MASSÓ: Evidentemente, desde el punto de
vista inmunológico, tiene usted razón. En
nuestro caso, mediante Epstein-Barr y a par-
tir de linfocitos B de sangre periférica obte-
nemos clones que producen anticuerpos hu-
manos que reconocen células tumorales. Por
desgracia, estos clones son tremendamente
inestables, y esta inestabilidad impide por
completo su uso terapéutico debido a que no
existe la suficiente producción de inmunoglo-
bulina.

F. GARRIDO: Pero éstos podrían ser autoanti-
cuerpos.

0. MASSÓ: Lamento no poder compartir su opi-
nión.

A. CANO: Me interesa un aspecto que ha men-
cionado al principio, al hablar del empleo de
los anticuerpos anti-GD3. Aparte del efecto ci-
totóxico sobre las células de melanoma, ha co-
mentado que se producía una disociación o
detachment de las células de la matriz, mi pre-
gunta es: ¿pueden ambos efectos ser disocia-
bles?, es decir, ¿utilizando diferentes dosis de
anticuerpos pueden delimitar el efecto citotó-
xico del efecto de detachment? y, en segun-
do lugar, me gustaría conocer su opinión acer-
ca de una posible interacción de este tipo de
gangliósidos con moléculas de adhesión tipo
fibronectina.

O. MASSÓ: En relación con la primera pregunta
hemos visto que la adición de anticuerpos a
células en cultivo impide la adhesión de es-
tas células. Sin embargo, no hemos analiza-
do si existe un efecto dosis-dependiente, por
lo que no puedo dar una respuesta concreta
a esta cuestión.
Con respecto a la segunda pregunta, hace al-
rededor de un año empezamos a trabajar no
con fibronectina, sino con vitronectina y su re-
ceptor, y observamos un efecto paralelo de in-
cremento de la adhesión vía integrinas, vía
gangliósidos, pero de momento estamos a un
nivel simplemente de investigación básica.
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C. DEL ÁGUILA: Me resisto a asumir la generali-
zación de que la transformación por Epstein-
Barr dé lugar a líneas inestables. Creo que qui-
zás el problema de partida es que sus antíge-
nos son muy poco ¡nmunogénicos, y no facili-
tan el aislamiento en estos primeros estadios
los clones que posteriormente deberán esta-
bilizarse.
En cualquier caso, en mi opinión, los clones
transformados por virus de Epstein-Barr son
un excelente material de partida para aplicar-
les, incluso antes de estabilizarlos, las técni-
cas de amplificación de DNA por PCR para
obtener las librerías de genes de ¡nmunoglo-

bulinas y posteriormente clonarlas, por ejem-
plo, en fagos filamentosos que tan buenos re-
sultados están empezando a dar. ¿Quizás han
considerado ya esta posibilidad y están traba-
jando en esta dirección?

0. MASSÓ: Creo que es casi una cuestión de
suerte, según mi información existe en Sloan
Kettering de Nueva York dos líneas estables
con especificidad antigangliósido GD2 obte-
nidas por Epstein-Barr. Lo que ocurre es que
el mismo grupo reconoce haber clonado más
de 900 clones para conseguir 2 clones esta-
bles.
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