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Carolina Chiale

A diferencia de los anticuerpos policlonales, los anticuerpos monoclonales (AcMo)
presentan mayor afinidad por un epitope dado, y son producidos por un Unico clon de
linfocitos B. Los mismos han tenido consecuencias revolucionarias en la investigaciéon
biomédica y han resultado en la generacion de una industria con gran impacto
econdmico, debido a que sus caracteristicas los vuelven agentes terapéuticos potentes
y prometedores.

Un campo de investigacion en el cual los anticuerpos monoclonales son de gran
importancia es el cancer. Los mismos tienen un uso importante en el diagndstico
tumoral (diagndstico por imagenologia o por inmunohistoquimica), asi como también
en la terapia contra el cdncer, por ejemplo, conjugados a toxinas, o mejorados para
aumentar la penetracion tumoral o unir al antigeno con mas avidez.

Un antigeno tumoral de gran importancia es el antigeno sialil-Tn (sTn), normalmente
asociado a un mal prondstico en pacientes con cancer. Dentro de los AcMos existentes
capaces de reconocer este antigeno, se encuentra el AcMo B72.3, el cual representa
una herramienta prometedora para el diagndstico y terapias inmunoldgicas.

En este trabajo produjimos y purificamos el AcMo B72.3. Asimismo evaluamos la
capacidad de dicho AcMo de reconocer proteinas tumorales y de mediar la
citotoxicidad celular, en ensayos in vitro.

Nuestros resultados indican que el AcMo anti-sTn B72.3, puede mediar la citotoxicidad
celular in vitro, lo que jerarquiza su utilidad como herramienta en inmunoterapia

pasiva contra el cancer.
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ANTICUERPOS EN EL SISTEMA INMUNOLOGICO

Los anticuerpos son las proteinas de unién a antigenos presentes en la membrana de
los linfocitos B y secretadas por las células plasmaticas. El anticuerpo unido a
membrana le confiere la especificidad antigénica a los linfocitos B, cuya proliferacién
es inducida luego de la interaccion del anticuerpo de membrana con el antigeno, en
presencia de sefales accesorias. Los anticuerpos secretados circulan por la sangre,
donde sirven como efectores de la inmunidad humoral, uniéndose y neutralizando
antigenos, o marcandolos para su eliminacién. Todos los anticuerpos comparten
ciertas caracteristicas estructurales, se unen al antigeno y participan en varias
funciones efectoras. Los anticuerpos que se producen en respuesta a un antigeno
dado, son heterogéneos; esto se debe a que la mayoria de los antigenos son complejos
y contienen varios determinantes antigénicos, lo que provoca que el sistema inmune
responda usualmente produciendo anticuerpos contra varios epitopes en el antigeno.
Esta respuesta requiere el reclutamiento de varios clones de linfocitos B, cada uno de
los cuales genera un anticuerpo monoclonal (AcMo). En conjunto, estos anticuerpos
monoclonales forman el suero policlonal, producido en respuesta a la inmunizacién

con un antigeno [1].

Las moléculas de anticuerpos tienen una estructura comun de cuatro cadenas
peptidicas. Esta estructura consiste en dos cadenas pesadas idénticas, de 50 kDa o
mas, y en dos cadenas livianas idénticas de aproximadamente 25 kDa. La unidn entre
una cadena pesada y una liviana esta dada por un puente disulfuro y por interacciones
no covalentes, como interacciones idnicas, puentes de hidrédgeno e interacciones
hidrofdbicas, para formar un heterodimero. La union entre heterodimeros esta dada
del mismo modo, por interacciones no covalentes y puentes disulfuro, de esta manera

se forma la estructura bdasica del anticuerpo (Figura 1A). Asi, cuando estan
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completamente plegados y juntos, una molécula de anticuerpo comprende tres
porciones del mismo tamafio unidas por una cadena polipeptidica flexible conocida

como region bisagra [1].

Los primeros 110 aminoacidos de la regién amino terminal de una cadena liviana o
pesada, varian mucho entre anticuerpos de distinta especificidad. Estos segmentos de
secuencia altamente variable se denominan regiones V: VL en las cadenas livianas y VH
en las pesadas (Figura 1A). La diferencia de especificidad entre los distintos
anticuerpos se debe a diferencias en la secuencia aminoacidica de las regiones V. De
hecho, la mayoria de las diferencias entre anticuerpos se hallan en dareas de las
regiones V denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDRs), y
estas regiones constituyen el sitio de union al antigeno de la molécula de anticuerpo.

Las regiones de secuencia relativamente constante por fuera de las regiones variables

se denominan regiones C, CL para la cadena liviana, y CH en la pesada.

Las cadenas livianas pueden ser de dos tipos: kappa o lambda. En ratones, el 95% de
las cadenas livianas son kappa y solo el 5% son lambda, mientras que en humanos,
aproximadamente el 60% de las cadenas son kappa y el 40% son lambda [1].

En el caso de las cadenas pesadas, existen 5 tipos: a, €, y, 6 y W. Las cadenas pesadas
de un anticuerpo determinan la clase o isotipo del anticuerpo: IgM, IgG, IgA, IgD o IgE.
Diferencias menores en las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas a y y
llevan a una clasificacion mas fina de las moléculas de anticuerpos que constituyen, en

subtipos de cadenas alfa y de cadenas gama [1].

Con el fin de diseccionar la estructura de las moléculas de anticuerpo y determinar qué
partes son responsables de sus distintas funciones, se han utilizado enzimas
proteoliticas (proteasas), que clivan secuencias de polipéptidos. La digestion limitada
con la proteasa papaina, cliva la molécula de anticuerpo en tres fragmentos (Figura
1B). Dos de ellos son idénticos, contienen la actividad de unién al antigeno y se
denominan fragmentos Fab (“fragment antigen binding”). Los fragmentos Fab

contienen la cadena ligera completa emparejada con los dominios VH y CH1 de la
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cadena pesada. El otro fragmento no presenta actividad de unién al antigeno, pero se
observd que cristaliza rapidamente, por lo cual se denomina fragmento Fc (fragmento
cristalizable). Las diferencias funcionales entre los isotipos de cadena pesada residen

principalmente en el fragmento Fc.
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Figura 1- Estructura de los anticuerpos. (A) Pueden observarse las regiones variables, los puentes
disulfuro que conectan las cadenas livianas y pesadas, asi como también la region bisagra. (B) Estructura
de una molécula de IgG, y el resultado de la misma bajo el tratamiento de proteasas, o condiciones
reductoras. Figura extraida y adaptada de [1].

Otra proteasa, la pepsina corta en la misma regiéon que la papaina, pero en el lado
carboxi-terminal de los puentes disulfuro (Figura 1B), produciendo un fragmento
F(ab’), en el que los dos brazos de unién del antigeno de la molécula de anticuerpo
permanecen unidos. En este caso, la porcidn restante de la cadena pesada es cortada

por la proteasa en diversos fragmentos pequefios [2].
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El tratamiento con B-mercaptoetanol de una molécula de anticuerpo de tipo IgG,
aportd informacion clave acerca de la estructura de la misma (Figura 1B). Al someterla
a un tratamiento reductor, se rompen los puentes disulfuro que unen las cadenas
pesadas y las livianas. Si se realiza una corrida electroforética de una molécula de
anticuerpo, de 150 kDa de peso molecular, tratada con B-mercaptoetanol, se observa
que contiene dos subunidades de 50 kDa (cadenas pesadas) y dos cadenas de 25 kDa

(cadenas livianas) (Figura 1B).

ANTICUERPOS MONOCLONALES: PRODUCCION Y APLICACION

La mayoria de los antigenos tienen epitopes diversos, y por ende inducen la
proliferacion y diferenciacién de una variedad de clones de linfocitos B, cada uno de
los cuales reconoce un epitope dado. Los anticuerpos séricos resultantes son
heterogéneos, y comprenden una mezcla de anticuerpos, cada uno especifico para un
epitope. Este tipo de anticuerpos con diferente capacidad de reconocer y unirse al
antigeno se denominan anticuerpos policlonales. Tales respuestas de anticuerpos
policlonales facilitan la localizacién, fagocitosis y lisis mediada por anticuerpos y
tienen, por ende, grandes ventajas para el organismo que las genera. Sin embargo los
AcMos, presentan mayor afinidad por un epitope dado y estdn producidos por un
unico clon de linfocitos B. Mientras que la heterogeneidad de anticuerpos aumenta la
proteccion in vivo, muchas veces reduce la eficacia de un anticuerpo para sus usos in
vitro. Debido a ésto, los AcMos han tenido consecuencias revolucionarias en la
investigacion biomédica y han resultado en la generacion de una industria con gran
impacto econdmico [3]. Esto se debe a que, como se menciond, la mayoria de los
antigenos consiste de una mezcla de epitopes, y la respuesta de anticuerpos sera
dirigida contra muchas regiones diferentes. Algunas regiones son mas inmunogénicas
que otras, y por tanto son capaces de provocar una respuesta inmune mas
pronunciada. Los AcMos son especificos de un Unico epitope, permitiendo

especificidad extrema



Produccion de un anticuerpo monoclonal anti-tumoral y evaluacion de su citotoxicidad in vitro

Carolina Chiale

Por décadas, los inmundlogos buscaron formas de producir anticuerpos homogéneos
de una especificidad determinada. En 1975 Kohler y Milstein describieron una forma
de producir AcMos de origen murino, empleando los anticuerpos que normalmente
producen las células del bazo del ratdn [3]. Su trabajo consistio en fusionar linfocitos B
productores de anticuerpos, con una linea celular de mieloma no secretante(Figura 2).
Como primer paso, comenzaron inmunizando ratones con un antigeno determinado
(glébulos rojos de oveja). Luego, colectaron las células del bazo (conteniendo células B
activadas) y las fusionaron con una linea celular de mieloma, usando polietilenglicol. La
linea celular de mieloma, es deficiente en HGPRT (hipoxantina-guanina-
fosforribosiltransferasa) y por lo tanto mueren en un medio que contenga hipoxantina,
aminopterina y timidina (medio HAT). Por lo cual el cultivo en este medio, implica que
dichas células no vivan mas que una semana aproximadamente. A su vez, las células
inmunoldgicas, aungque no son sensibles a HGPRT, sobreviven sélo alrededor de una
semana en cultivo. Las Unicas células que pueden sobrevivir son las células del
mieloma hibridas que obtuvieron un gen HGPRT normal de las células inmunes. Estos
hibridomas pueden crecer continuamente in vitro y algunos secretan anticuerpos.
Mediante el uso de la tecnologia de deteccién adecuada, los clones de células que
secretan anticuerpos de interés pueden ser identificados y expandidos in vitro o in vivo
para obtener grandes cantidades de AcMos que posteriormente pueden ser

purificados hasta la homogeneidad [4, 5].

El primer AcMo terapéutico comercial de origen murino producido mediante la técnica
del hibridoma fue aprobado en 1986, el OKT3 cuyo nombre genérico es muromanab-
CD3 indicado para el rechazo de injertos [6, 7]. Sin embargo, su uso clinico presenta
importantes limitaciones derivadas de su origen no humano como por ejemplo una
corta vida media en sangre, un ineficiente reclutamiento de funciones efectoras y
problemas inmunoldgicos. En una proporcion importante de los pacientes tratados con
este tipo de anticuerpos se desarrolla una respuesta de anticuerpos humanos anti-
inmunoglobulinas murinas (HAMA, del inglés Human Anti-Murine Antibodies),
provocando en algunos casos la pérdida de eficacia, y en otros una reacciéon inmune

generalizada. Esto dio lugar al desarrollo de nuevas tecnologias de produccidon de
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AcMos en las que, mediante ingenieria genética, es posible construir anticuerpos
quiméricos, humanizados o completamente humanos. Los anticuerpos quiméricos
conservan Unicamente secuencias génicas de ratdn para las regiones variables del
anticuerpo. Los anticuerpos humanizados poseen hasta un 90% de secuencia genética
humana vy, finalmente, los anticuerpos totalmente humanos derivan completamente

de genes humanos (Figura 3) [6, 7].
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Figura 2- Fusion celular de las células de mieloma y las células plasmaticas (células B) y produccion de
anticuerpo monoclonal. Figura extraida y modificada de [5].
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En la actualidad, el uso de hibridomas sigue siendo una técnica utilizada para la
produccién de AcMos. Existen hibridomas que se comercializan, y que a su vez pueden
ser utilizados para la produccion de anticuerpos in vivo, es decir mediante la inyeccion
de los hibridomas en ratones. Presentando éstos, la limitacién para su uso en
humanos. A su vez, es posible la produccién de anticuerpos quiméricos, humanizados
o humanos mediante técnicas de Ingenieria Genética que posibilitan la construccion de
secuencias génicas hibridas de ratén y humanas. Tanto la generacidén de anticuerpos
monoclonales quiméricos (proceso de quimerizacién) como el proceso de
humanizacion son algunas de las estrategias utilizadas para disminuir la antigenicidad y
mantener la afinidad y especificidad de unidon de los anticuerpos [6]. Siendo un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo monoclonal que fue generado en ratén, pero que
presenta la region Fc de humano y conservando Unicamente la regidn variable murina,
por lo tanto presenta alta especificidad contra el antigeno deseado. Este anticuerpo, si
bien es menos inmunogénico que el anticuerpo de ratén, sigue siendo capaz de
generar una respuesta inmune no deseada, motivo por el cual se han desarrollado los
anticuerpos humanizados. Dichos anticuerpos uUnicamente mantienen las regiones
CDRs de los anticuerpos murinos, mientras que el resto de las regiones son humanas.
Este anticuerpo resultante presenta afinidad por el antigeno de interés, y a su vez

resulta poco inmunogénico, pues apenas mantiene un 5% de raton (Figura 3).

A mediados de los afos 90, y gracias al desarrollo de las técnicas de Biologia Molecular
entre otras, se han obtenido distintos modelos de ratones transgénicos portadores de
genes para las inmunoglobulinas humanas. Dichos genes (transgenes) que portan estos
ratones posibilitan el desarrollo de una gran poblacion de linfocitos B productores de
un amplio repertorio de anticuerpos humanos. Los animales pueden ser inmunizados
con cualquier antigeno y utilizar sus bazos para la obtencién de hibridomas mediante
el protocolo convencional. La producciéon de AcMos murinos mediante la tecnologia de
hibridoma es relativamente sencilla, en cambio la produccién de anticuerpos humanos
mediante la generacion de hibridomas humanos es dificultosa debido a la baja

productividad. Por todo esto, tiene lugar el desarrollo de otras tecnologias alternativas
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a la generacion de hibridomas para la produccién de anticuerpos humanos. Estas
tecnologias incluyen la produccion de fragmentos de anticuerpos mediante la

tecnologia “Phage-Display” y su expresion en E. coli u otras células [6, 7].

- Librerias de anticuerpos
[Hibridoma de raton] i,:,i"; S

Ratonestransgeénicos
Hibridos humanos

Y

Raton Quimérico Humanizado Humano

Ingenieria genética
Clonado Regidn V

Injerto CDB
Expresidn eucariota

Figura 3 Esquema de un anticuerpo murino, y las variantes que es posible obtener gracias a diversas
técnicas. Figura extraida y modificada de [8].

Los fagos, son virus que infectan bacterias. Mediante técnicas de ingenieria genética es
posible manipular el contenido genético del fago, e insertar en su genoma la secuencia
de ADN que se busca. Gracias a este proceso, cuando un fago recombinante portador
de ADN codificante para un anticuerpo infecta una bacteria, se producen nuevos fagos
que expresan en su superficie los anticuerpos de interés unidos a una de las proteinas
del fago. Los fagos asi producidos deben de ser seleccionados posteriormente al
ponerse en contacto con el antigeno conocido. Los fagos portadores de anticuerpos en

su cubierta capaces de unirse al antigeno, son seleccionados y empleados nuevamente

12



Produccion de un anticuerpo monoclonal anti-tumoral y evaluacion de su citotoxicidad in vitro

Carolina Chiale

para infectar bacterias con el fin de producir nuevos virus portadores de anticuerpos

[9].

Otra forma actual que existe para la produccion de AcMos es la tecnologia del
“Ribosome Display”, la cual produce fragmentos de AcMos. Mediante este
procedimiento también es posible generar bibliotecas de genes de anticuerpos, al igual
gue ocurre con la tecnologia Phage-Display. Esta tecnologia esta basada en la sintesis
de fragmentos de AcMos in vitro a través de los componentes celulares esenciales para
ello como son los ribosomas, sin emplear células como factorias de produccion de

estas glicoproteinas [6, 10].

Una nueva aproximacién pionera en fase de investigacion es la alternativa que ofrecen
las plantas para la produccion de AcMos. La produccién de anticuerpos tanto en
cultivos de células vegetales como en plantas, ofreceria ciertas ventajas como el
aumento de productividad y la reduccién de costos. Un ejemplo de este tipo de
produccidn, es la expresion de AcMos humanos en la pequena planta acuatica Lemna
minor, que ofrece varias ventajas para la fabricacidon de proteinas terapéuticas libres

de patdgenos zoondticos [10].

De la misma manera que existen en la actualidad nuevas formas de produccién de
estos anticuerpos, se han encontrado numerosas aplicaciones para los mismos. El uso
de AcMos es de gran utilidad en inmunoensayos, donde puede utilizarse con el fin de
monitorear drogas, citoquinas, factores tisulares asi como también la identificacién de
distintas moléculas. Son importantes en la terapia, para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, enfermedades pulmonares y de prevencion de isquemia
cardiaca, entre otras [6]. Los AcMos, son a su vez de gran utilidad en el diagndstico
imagenoldgico. Los mismos pueden ser disefiados para cumplir con varios criterios de
imagenologia in vivo. En primer lugar, es necesario que se unan a sus antigenos diana
con alta especificidad y afinidad. En segundo lugar, el “clearance” de la sangre debe ser
optimizado para permitir imagenes de alto contraste en corto periodo de tiempo. En

tercer lugar, es necesario tener una baja immunogenicidad [11].
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Uno de los usos quizas mas importantes, es la utilizaciéon de los mismos en la terapia
del cdncer. Terapias a base de anticuerpos se han convertido en componentes
importantes de los tratamientos para un numero creciente de canceres humanos [12].

Algunos de los AcMos actualmente utilizados pueden verse en la tabla 1.

Los AcMos de utilidad clinica disponibles, suelen utilizar una combinacién de
mecanismos para dirigir los efectos citotdxicos a una célula tumoral. La mayoria
interactla con componentes del sistema inmune a través de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) o a través de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), y muchos alteran la transduccion de sefiales dentro de la célula
tumoral, o actdan para eliminar un antigeno critico de la superficie celular. Los AcMos
también se pueden utilizar para orientar las cargas utiles (por ejemplo, radioisétopos,
drogas o toxinas), para matar directamente las células tumorales, para bloquear
receptores, o la actividad bioldgica de proteinas, asi como también neutralizar
antigenos, o para activar profarmacos especificamente en el tumor (anticuerpos de
terapia dirigida profarmaco enzima, ADEPT). Por ultimo, los AcMos se pueden utilizar
de forma sinérgica con agentes quimioterapicos tradicionales, atacar los tumores
mediante mecanismos de accidén complementarios que pueden incluir la respuesta
inmune anti-tumoral, que puede haberse visto comprometida debido a Ila

guimioterapia citotdxica y sus efectos secundarios en los linfocitos T [12].

La ADCC, ocurre cuando los anticuerpos se unen a antigenos en las células tumorales y
los dominios Fc del anticuerpo, se unen a Receptores Fc (FcR) en la superficie de
células efectoras inmunes. Varias familias de los receptores Fc han sido identificados, y
poblaciones celulares especificas expresan caracteristicamente receptores Fc [12]. En
este tipo de proceso, luego de la union del anticuerpo al receptor, la célula efectora se
activa, produciendo la liberacién de enzimas citotdxicas, como ser la perforina y la
granzima, las cuales llevan al desencadenamiento de la muerte por apoptosis de la

célula tumoral.
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Tabla 1- AcMos aprobados para su uso en oncologia. Extraida y modificada de [12].

AcMos No
conjugados
Trastuzumb Humanizado IgG1 Humana HER2/neu Cancer 1998
(Herceptin) de mama
Rituximab Quimera humana- IgG1 Humana CD20 Linfoma 1997
(Rituxan) murina
Cetuximab Quimera humana- IgG1 Humana receptor EGF Cancer 2004
(Erbitux) murina colorectal
Bevacizumab Quimera humana- IgG1 Humana VEGF Cancer 2004
(Avastin) murina colorectal, de
pulmdn
Alemtuzumab Humanizado IgG1 Humana CD52 Leucemia 2001
(Campath -1H) linfoide
crdnica
Inmuno-
conjugados
Ibritumomab Murino 1gG1 murina radio- CD20 Linfoma 2002
Tiuxetan marcada Y
(zevalin) junto
con rituximab
Tositumomab y Murino IgG2a murina radio- CD20 Linfoma 2003
) tositumomab marcada "'
(Bexxar)
Gemtuzumab Humano (droga 1gG4 humana CD33 Leucemia 2000

(Myelotarg)

derivada de
Streptomyces)

*FDA -"Food and drug administration"

conjugada a
caliqueamicina

linfoide aguda

Asimismo, los AcMos pueden ser usados para Identificar un gran nimero de blancos

asociados a cancer, como ser: células tumorales en vasos sanguineos (factores de

crecimiento vascular como el VEGF); Linfocitos B o T como es el caso de leucemias o

linfomas; células dentro de un tumor sélido o asociadas al estroma como fibroblastos

[12]. A modo de ejemplo, actualmente se estudia una estrategia para el desarrollo de

AcMos, cuyo blanco sea las células madre de la leucemia mieloide aguda (LMA). La

misma implica identificar primero antigenos de superficie celular expresados
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preferentemente en las células madre de LMA en comparacion con las células madre

hematopoyéticas normales [13].

CANCER: GENERALIDADES

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizado por un trastorno de la
proliferacion y el comportamiento celular que lleva al tumor a una conducta “asocial”
con el huésped donde las células crecen sin seguir patrones morfoldgicos ni
funcionales, invadiendo tejidos circundantes y distantes [14].

En la mayoria de los tejidos animales, existe un balance entre proliferacion y muerte
celular. Debido a este balance es que, las células envejecidas o dafiadas son renovadas,
y en condiciones normales, la cantidad de células de un mismo tipo suele permanecer
constante [15]. No obstante, ocasionalmente algunas células pierden la capacidad de
responder a mecanismos de control del crecimiento y pueden dar lugar a tumores. Los
tumores asi generados son incapaces de invadir el tejido sano adyacente,
denominandose tumores benignos, o pueden persistir en ese crecimiento y adquirir

caracteristicas particulares que promuevan su capacidad de invasion. En este caso, el

tumor, capaz de colonizar otros tejidos se denomina tumor maligno o cancer [1].

La transformacion maligna se asocia con cambios fenotipicos, que influyen en el
comportamiento celular. De hecho, las células transformadas muestran diferencias
notables en algunos procesos biolégicos tales como la adhesion celular, la proliferaciéon
y la motilidad celular. Estas propiedades permiten que las células tumorales proliferen,

invadan y formen metastasis en el organismo [16].

Existen mas de 100 tipos diferentes de cancer, asi como una variedad de subtipos de
tumores para cada organo, lo que le confiere a la enfermedad complejidad vy
heterogeneidad. Esta heterogeneidad tiene efectos directos sobre el prondstico y la

respuesta a diversos tratamientos [17].
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La importancia que presenta el estudio del cancer, es que ésta enfermedad, es una de
las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo responsable de
aproximadamente el 13% de las muertes totales. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud, el 70% de las muertes por cancer ocurren en paises de bajos a medianos
ingresos, y se pronostica que las muertes debido a esta enfermedad continuaran
aumentando, llegando hasta 12 millones de muertes en el 2030 [18]. En Uruguay, los
tumores malignos representan la segunda causa de muerte (luego de las
enfermedades cardiovasculares), dando cuenta de cerca del 25% del total de los

fallecimientos [19].

GLICOSILACION ABERRANTE EN CANCER: ANTIGENO SIALIL-TN

Las modificaciones post-traduccionales (MPTs) son el conjunto de modificaciones
covalentes de los aminoacidos de una proteina, catalizadas tipicamente por enzimas
extremadamente especificas del sustrato, que a su vez estan ellas mismas bajo un
estricto control por MPTs. Luego de ser sintetizadas, las cadenas polipeptidicas estan
sujetas a diferentes tipos de procesamientos post-traduccionales en diferentes
compartimentos celulares, incluyendo el nucleo, el citosol, el reticulo endoplasmico y
el aparato de Golgi. Estos procesos, ocurren durante o luego del plegamiento, e
involucran un procesamiento enzimatico que puede incluir la remocion de uno o mas
aminodcidos del extremo amino-terminal, un clivaje proteolitico, asi como la adicién
de grupos acetilo, fosfatos, glicanos, grupos metilo u otros grupos a ciertos residuos de
aminodacidos. Dichas modificaciones pueden conferir varias propiedades estructurales

y funcionales a las proteinas afectadas [20].

Una de las modificaciones post-traduccionales mas frecuentes es la glicosilacién, la
cual es de gran relevancia para varios procesos celulares como ser la secrecion, el
transporte de las moléculas a regiones sub-celulares especificas, la regulacion de la

actividad enzimatica y conferir estabilidad y solubilidad a las proteinas secretadas [21].
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Las moléculas involucradas en la transformacion y los procesos de metastasis,
expresadas en la superficie de las células cancerosas o secretadas por estas células,
pueden ser detectadas por el sistema inmune, y por eso son generalmente llamados
Antigenos Asociados a Tumores (AAT). Muchos de estos AAT estan constituidos por
estructuras carbohidratas, y son la consecuencia de desajustes en las vias de
glicosilacion de las células cancerosas. Varios estudios han establecido la importancia
funcional de la glicosilaciéon aberrante en la progresion tumoral y la metastasis. De
hecho, los glicanos son fundamentales para la biologia de la célula, y en el céncer,
participan en la adhesion de células tumorales, la migracion, la movilidad, invasion, la

angiogénesis, la metastasis y la proliferacion [22].

La glicosilacion ocurre por la unién de una o mds cadenas oligosacaridicas a la
secuencia de aminodcidos. Las dos formas principales de glicosilacion de proteinas en
mamiferos son la N-glicosilacion y la O-glicosilacién, designadas asi por el tipo de
enlace glicosidico que se forma con el aminoacido [23]. De los varios tipos de O-
glicosilacion existentes, la mas abundante es la de tipo mucina. La misma se encuentra
determinada por la unién covalente de un residuo de N-acetilgalactosamina (GalNAc),
a través de un enlace a a los grupos hidroxilo de las cadenas laterales de los residuos
aminoacidicos de serina o treonina [24]. Esta ocurre en el aparato de Golgi, y esta
catalizada por enzimas denominadas glicosiltransferasas, que emplean como
precursores nucledtidos unidos a azucares [25]. La estructura inicial de la O-
glicosilaciéon tipo mucina es el antigeno Tn [26].

Este antigeno, puede a su vez ser sialilado posteriormente, dando lugar a lo que se
conoce como antigeno sialil-Tn (sTn). Dicho antigeno se encuentra asociado a un mal
prondstico de pacientes con cancer [27]. Ademdas se ha reportado que las células
tumorales expresando el antigeno sTn, asi como la enzima que lo sintetiza, a6-
sialiltransferasa (ST6GalNAc-I), presentan un aumento en la migracion celular, asi
como una reduccién en la adhesion celular, lo que podria estar relacionado con un

aumento en las metastasis [28].
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Figura 4 Biosintesis de O-glicanos tipo mucina. La O-glicosilacion comienza con la adicién de GalNAc a
una Ser o Thr de una proteina por parte de la enzima ppGalNAc-Ts (polypeptide-N-acetil-a-
galactosaminiltransferasas). Posteriormente diversos residuos pueden ser afiadidos, como ser el acido
sidlico, mediante la enzima a6-sialiltransferasa (ST6GalNAc-I o Il), o residuos de N-actilglucosamina
(GlcNac), galactosa (Gal), fucosa (Fuc) son afiadidos de manera secuencial con diferentes tipos de
enlaces, resultando por ello en diferentes O-glicanos. Figura extraida y adaptada de [22].

Este antigeno, puede encontrarse en numerosos tipos de cancer, como ser cancer de
vejiga, cancer gastrico, cancer de colon, de préstata, de ovario, de pulmdn, de mama,

de prostata y de pancreas [22].

Existen varios AcMos especificos del antigeno sTn, los cuales presentan diferencias en

la forma en que lo reconocen [29]. Dentro de ellos, el primero en haber sido descripto
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es el AcMo B72.3 [30, 31]. El mismo ha sido generado después de la inmunizacion de
ratones con células de carcinoma de mama humano y posteriormente se encontré que
reaccionaba con el epitope sialil-Tn [32].

Este anticuerpo es del tipo 1gG, subclase IgG1, y reacciona preferentemente con
antigenos sTn en “clusters”, si bien de todas formas es capaz de reaccionar con
mondmeros de éste antigeno. Sin embargo puede reaccionar en forma cruzada con

“clusters” del antigeno Tn, no pudiendo hacerlo con mondmeros del mismo [32].

Por otro lado, el AcMo B72.3 se ha usado clinicamente para radioinmunoimagen de
adenocarcinomas y podria tener aplicaciones en inmunoterapia [32].

Junto con otros AcMos contra sTn (TKH2 y CC49), existe un Kit de diagnostico in vitro,
usado para monitorear la presencia en la circulacion de mucinas portando el antigeno
sTn presente en pacientes con cancer, sobretodo utilizado para diagndstico de cancer
gastrico [33, 34].

Debido a sus caracteristicas, presenta un atractivo especial, a la hora de investigacién

en terapia para el cancer.
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El objetivo de este trabajo fue la produccién, purificacion y evaluacion del potencial

citotoxico del AcMo anti-tumoral, B72.3.

Los objetivos especificos fueron:

- Produccidn de B72.3 a partir de la utilizacién de un modelo in vivo.

- Purificacion del AcMo B72.3 por cromatografia de afinidad.

- Comparaciéon del rendimiento de la purificacién utilizando agarosa conjugada a
proteina A o a proteina G.

- Evaluacién del reconocimiento del anticuerpo por antigenos tumorales.

- Evaluacién de la capacidad de B72.3 de mediar la citotoxicidad de células tumorales
€n ensayos in vitro.

- Puesta a punto de un modelo de crecimiento tumoral en ratones, utilizando la linea

de cancer de mama murino TA3/Ha.
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CELULAS UTILIZADAS

Se utilizaron hibridomas B B72.3 que fueron gentilmente cedidos por el laboratorio de
Glicobiologia tumoral, del Instituto Pasteur, Uruguay.

También se utilizaron la linea celular RAW 264.7, disponible en forma comercial.

Del mismo modo se trabajé con células TA3/Ha, disponibles también en forma

comercial.

CULTIVO CELULAR DEL HIBRIDOMA B B72.3

Para poder obtener el AcMo anti-sialil-Tn, B72.3 fue necesario cultivar el hibridoma B
productor de dicho anticuerpo, que seria luego inyectado en los animales, de forma tal
de provocar el desarrollo de ascitis.

El hibridoma B B72.3, fue cultivado en medio Roswell Park Memorial institute 1640
(RPMI), conteniendo L-glutamina (2.05 mM), y suplementado con suero fetal bovino
concentracién final 10%, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (0.1 mg/mL), a 372C en

atmosfera de 5% de COa.

PRODUCCION DE ASCITIS RICAS EN B72.3

Ratones BALB/c hembras de 10 a 12 semanas de edad fueron pristanizados intra
peritonealmente (i.p.) (0.5-0.8 ml pristano por ratén). Luego de 7 dias, se
administraron 5 x 10° células del hibridoma B, productoras de B72.3, por ratén.

La aparicidon de ascitis fue detectada a partir del quinto dia luego de la administracion
de células, realizandose las recolecciones entre los dias 10-20. Dicha ascitis fue
centrifugada y el sobrenandante fue evaluado por ELISA para detectar la presencia de

AcMo B72.3.
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PREPARACION DE OSM, AOSM Y DOSM

Como fuente del antigeno s-Tn se utilizé la mucina submaxilar ovina (OSM). Su variante
de-sialilada (aOSM), expresa el antigeno Tn. La variante de-glicosilada (dOSM) se utilizo
como control negativo pues la misma no posee ninguno de los dos antigenos.

La proteina OSM fue aislada de la glandula submaxilar de oveja segun el procedimiento
previamente descrito [35].

Para obtener la aOSM, se llevd a cabo el proceso de Desialilacion Quimica.
La liberacion del acido sidlico de la OSM se realizé incubando con acido clorhidrico 0,01
N durante 1 hora a 80 2C. Luego, se enfrié en bafio de agua hasta temperatura
ambiente, se neutralizé utilizando hidréxido de sodio 1 N y posteriormente, se dializd
durante 24 horas contra solucion de buffer fosfato salino (PBS) o buffer acetato de
sodio 50 mM pH 4.5, segln si iba a ser utilizado como estandar de contenido Tn o para
la posterior deglicosilacion quimica, respectivamente.

Con el fin de obtener dOSM, se efectud una Deglicosilacion Quimica Total. La misma se
realiz a partir de aOSM dializada contra buffer acetato de sodio 50 mM pH 4.5, la cual
se incubd con 10 mM de periodato de sodio durante 1 hora a temperatura ambiente, y

luego se dializé durante 24 horas contra PBS.

DETECCION DEL ACMoO B72.3 POR ELISA

La deteccidn del anticuerpo fue realizada mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). La misma se basa en la interaccién antigeno-anticuerpo,
permitiendo identificar a uno u otro dependiendo del formato utilizado. En este caso
se utilizé el método indirecto, variable del ensayo en la cual el antigeno se encuentra
ligado a la placa, existe un anticuerpo primario que se une a este antigeno, el cual es
reconocido por un segundo anticuerpo que se encuentra conjugado a una enzima, a la
cual se le agrega luego su sustrato para generar de esta forma una reaccion de color
gue permite detectar la presencia de anticuerpos.

En particular, para la deteccién del AcMo B72.3 se sensibilizaron placas de 96 pocillos

(NUNC, Dinamarca) con OSM, a una concentracion de 125 ng/mL, toda la noche a
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temperatura ambiente. Posteriormente, se efectuaron 3 lavados con buffer PBS con
0.1% Tween 20 (solucién de lavado), seguido del bloqueo, el cual se realizd con
gelatina 1% en PBS (PG) durante una hora a 372C. Luego de 3 lavados en PBS-Tween
0.1%, se incubaron las muestras conteniendo el anticuerpo B72.3 (sobrenadantes de
cultivo, ascitis o anticuerpo puro) diluido en PBS conteniendo 0.05% de gelatina y
0.05% de Tween (PTG) por una hora a 372C. A continuacion se lavd 3 veces con PBS-
Tween 0.1%, para luego incubar durante 1 hora a 372C con el anticuerpo secundario. El
anticuerpo utilizado en este ensayo fue el anti-ratén polivalente conjugado a la
peroxidasa (SIGMA, EE.UU). Luego, se llevaron a cabo 3 lavados con PBS-Tween 0.1%
para posteriormente incubar con la solucion de revelado. El revelado consistio en O-
Phenylenediamine (OPD) (Sigma-Aldrich, EE.UU) y perdxido de hidrégeno (4 uL/mL) en
buffer citrato-fosfato 0.1 M pH 5, y el desarrollo de color fue cuantificado con un lector
de ELISA (Labsystems Multiskan MS) midiendo absorbancia a 492 nm. Como controles
negativos de la técnica se consideraron los valores de absorbancia sin antigeno, y/o sin
anticuerpo secundario. El control positivo correspondid a anticuerpo B72.3 vya
purificado a una concentracién de ().

En determinadas ocasiones se utilizé una variante de la técnica descrita, en la cual se
realizé la sensibilizaciéon con el antigeno durante 1 hora a 379C, y se acortaron los

tiempos restantes de incubacion a 372 a 40 minutos (ELISA rapido).

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

La purificacion del AcMo B72.3 se realizd por cromatografia de afinidad. Esta es una
técnica de purificacion que se basa en una interaccion reversible con la proteina de
interés y un ligando unido a la matriz cromatografica, como por ejemplo la unién de un
anticuerpo a un antigeno [36].

En este caso, la purificacion del AcMo B72.3 (isotipo 1gG1) se realizd utilizando agarosa
conjugada a proteina A (Sigma-EE.UU) o a Proteina G (Sigma-EE.UU).

Como primer paso fue necesario equilibrar la columna, para lo cual se realizd un
lavado con el buffer de unién, buffer A o “binding buffer” (NaH, PO40.02 M, NaCl 0.15

M pH 8.0) utilizando 10 voliumenes de columna; considerando que el volumen de
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columna para la proteina A fue de 5 mL y para la proteina G de 1 mL. Posteriormente,
se re-circulé por la columna la ascitis diluida en “binding buffer”, al menos 5 veces.
Luego se lavd con 5 a 10 volimenes de columna en buffer de unién.
Subsiguientemente, se procedio a eluir de la columna el anticuerpo unido mediante la
circulacion de 2 volumenes de columna de buffer B, o buffer de elucion (Na;HPO,4 0.2
M, acido citrico 0.1 M, pH 3-5, para la proteina A, y Glicina 0.1 M con NaCl 0.15 M, pH
2.4 para la proteina G). Las fracciones de elucién se colectaron en volimenes de
aproximadamente 0.5 mL. Las mismas fueron neutralizadas con buffer Tris 1 M y

analizadas posteriormente por SDS-PAGE y por ELISA.

SDS PAGE

El analisis de las fracciones obtenidas por cromatografia de afinidad, se realizdé por SDS
PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio, sigla que
viene del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). La misma
es una técnica que se utiliza a fin de separar proteinas para su analisis. La muestra
conteniendo las distintas proteinas se tratd en nuestro caso, con agentes
desnaturalizantes (SDS, dodecilsulfato de sodio), reductores (beta-mercaptoetanol), y
calor (1 min a 100°C). De esta forma las proteinas pierden su estructura tridimensional
y pasan de su forma nativa a una desnaturalizada. A su vez, el SDS se une en una
relacion constante masa/masa a las proteinas, otorgandoles una carga negativa
proporcional al tamafio de cada proteina. Paralelamente, se realiza un gel de
poliacrilamida con pocillos en los cuales se siembran las muestras conteniendo las
proteinas desnaturalizadas y cargadas negativamente. La poliacrilamida es una malla
porosa por la cual las proteinas deben circular, a través de un campo eléctrico. Debido
a la carga negativa otorgada por el SDS las mismas migran hacia el polo positivo del
campo al cual se las somete, y ya que la relacién carga/masa es constante, las
proteinas migraran acorde a su tamafio. Por lo cual las proteinas quedan separadas por
su masa. En nuestro caso el porcentaje del gel de poliacrilamida utilizado fue del 10%.
Para la ascitis, el material no unido en la cromatografia y los lavados de la misma se

sembraron 2 pL por pocillo (+ 5 pL de buffer de muestra (25% beta-mercaptoetanol,
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2.5% SDS, 50% glicerol, 0.125 M buffer Tris HCl pH 6.8, 0.1 mg/mL Azul de
Bromofenol). En cuanto a las fracciones purificadas (los eluidos) fueron sembrados 20
uL por pocillo (+5 pL de buffer de muestra).

Luego de la corrida electroforética las proteinas fueron visualizadas con la utilizacion

de un colorante, Coomassie brilliant Blue [24].

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La determinacién de la concentraciéon de proteinas fue realizada mediante la
utilizaciéon de dos técnicas: el método del acido bicinconinico (BCA), y la lectura de
absorbancia a 280 nm. Para ambos métodos fue necesaria la construccién de una
curva de calibracién con una proteina estandar, la sero-albumina bovina (BSA).

“» El BCA [37] a diferencia de otros métodos cominmente utilizados para
cuantificar proteinas, se basa en que dicho compuesto es capaz de formar un
complejo de color purpura intenso con iones Cu® en medio alcalino. Este
complejo absorbe la luz visible a 570 nm. El reactivo permite monitorear el ion
cuproso producido en una reaccion entre las proteinas y el ion cuprico. El
método del acido bicinconinico, posee la ventaja de presentar escasas
interferencias con compuestos presentes en el buffer o que se encuentren en
las muestras. La reaccion se realiz6 agregandole a 10 pL de la muestra, 200 plL
de la mezcla de reaccion, siendo la composicion de la misma el reactivo BCA
(Sigma, EE.UU) y sulfato de cobre, en una relacién de partes 50:1.
Posteriormente se incubé a 372C por 1 hora, para luego medir a 570 nm la
formacion del complejo.

“» Otro método utilizado para determinar concentracion de proteinas fue la
medida de absorbancia a 280 nm. Siendo esta longitud de onda el pico de
absorciéon de los grupos arématicos presentes en algunos aminoacidos, como
Fenilalanina, Tirosina y Triptéfano. Realizando la cuantificacién de esta manera
la muestra quedaria intacta, pero se debe tener en cuenta que existen
diferentes compuestos que absorben luz UV y son posibles interferentes. La

medida de absorbancia de las muestras se realizé utilizando el equipo Cary 50 -
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Varian, tomando como blanco buffer PBS, o buffer de elucion seguin

correspondiera.

CULTIVO CELULAR DE LA LINEA MURINA TUMORAL TA3/HA Y DE MACROFAGOS RAW 264.7 Y

PREPARACION DE EXTRACTO DE TA3/HA

Al igual que los hibridomas B B72.3, la linea TA3/Ha de células derivadas de un
carcinoma mamario murino, y linea celular de macréfagos derivados de monocitos de
ratones con leucemia, Raw 264.7, se cultivaron en medio RPMI conteniendo L-
glutamina (2.05 mM), y suplementado con suero fetal bovino concentracién final 10%,
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (0.1 mg/mL) (medio completo), a 37°C en
atmosfera de 5% de CO2.

Para la preparacion de extracto proteico derivado de las células TA3/Ha, se
recolectaron y centrifugaron las células, posteriormente se les agregé 0.5-0.8 mL de
buffer de lisis (25% glicerol, 0.42 M NacCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 20 mM HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acido), 1% Triton x100). Se congelé a -
802C durante un dia, luego se vortexed y centrifugd dichas células 1 minuto a 10000
rom, para posteriormente recuperar el sobrenadante, congelarlo a -202C para su

posterior cuantificacion por BCA.

EVALUACION DEL RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS TUMORALES POR PARTE DEL AcMo B72.3

Para determinar si el anticuerpo monoclonal B72.3 posee la capacidad de reconocer
antigenos tumorales presentes en la linea tumoral TA3/Ha, se realizd un ensayo de
ELISA indirecto. El procedimiento experimental fue similar al descrito para el ensayo de
deteccidon del AcMo B72.3 por ELISA, a diferencia de que en este caso se determind el
reconocimiento por parte del AcMo purificado, de antigenos presentes en células
tumorales TA3/Ha. Para ello se sensibilizo las placas de 96 pocillos (NUNC, Dinamarca)
con extracto de TA3/Ha en diversas concentraciones (25-200 pg/mL), durante toda la
noche a temperatura ambiente. En el momento de incubar con el anticuerpo primario,

se procedid a incubar con una de las fracciones obtenidas de la purificacion en una
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concentracién de 10 pg/mL a 372C por una hora. El resto del ensayo se realizé como se

describid previamente.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS (ADCC) IN VITRO

Para la realizacion del ensayo de ADCC in vitro, fue necesario activar macréfagos Raw
264.7 utilizando medio suplementado con IFN-y a 12.5 ng/mL, durante una noche a
379C, en 5% de CO,. Al dia siguiente, se recolectaron las células, y las mismas fueron
re-suspendidas en 10 mL de medio sin completar (“starving”) durante 10 minutos a
379C. Posteriormente las células fueron lavadas, en medio completo, y contadas. Se
realizd un co-cultivo de células RAW 264.7 (células efectoras, E) y de células tumorales
TA3/Ha, (células tumorales, T) en las siguientes relaciones E: T: 50:1, 25:1, 12:1, 6:1, o
10:1 segun correspondiera. Luego se agrego el anticuerpo control positivo (ChiTn [38])
a una concentracién de 25 pug/mL, y el anticuerpo B72.3 en concentraciones de 5-20
pug/mL. Como ultimo paso se colectaron, contaron y afiadieron 10000 células
tumorales por pocillo. El control de lisis total consistié en células TA3/Ha cultivadas en
presencia de 0.1% Triton -x100. Posteriormente se dejé incubar durante toda la noche
a 379C. Al dia siguiente, se agregd 10 uL del reactivo WST-8 (Sigma, EE.UU) (2 - (2-
metoxi-4-nitrofenil) -3 - (4-nitrofenil) -5 - (2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolio, sal
monosaddica). Se midid absorbancia a 450 0 492 nm. El calculo de citotoxicidad se llevd

a cabo aplicando la siguiente formula:

Citotoxicidad : [A(E+T)-A(E+T+Ac)]/[A(T)-A(T+Triton)]

Donde A(E+T) es la absorbancia a 450 o0 492 nm, de las células efectoras y las células
tumorales, A(E+T+Ac) es la absorbancia a 450 o 492 nm de las células efectoras, las
células tumorales, y el anticuerpo en cuestiéon. A (T) es la absorbancia Unicamente de
las células tumorales, y A (T+Triton) es la absorbancia de las células tumorales en
presencia de Triton —x100. Se tomd como 100 % de citotoxicidad la correspondiente a

la calculada utilizando A(T+Triton) en lugar de A(E+T+Ac).
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PUESTA A PUNTO DEL MODELO TUMORAL TA3/HA EN RATONES

Ratones BALB/c fueron inyectados i.p. con 10000 células tumorales TA3/Ha. Fueron
evaluadas dos ampollas diferentes de células tumorales. El grupo control consistié en
ratones inoculados Unicamente con PBS. El nimero de animales por grupo fue 6. Se
determind la sobrevida de los ratones, los cuales murieron espontaneamente por el
desarrollo de metdstasis. Alternativamente los animales fueron sacrificados en el caso
de presentar alguna de las siguientes caracteristicas: dificultad para desplazarse, no

ingesta de alimentos, pelaje alterado, aislamiento del grupo.
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PRODUCCION DE ASCITIS RICAS EN EL ANTICUERPO B72.3

Con el objetivo de obtener ascitis altamente enriquecidas en el anticuerpo de interés,
debimos previamente obtener altas cantidades de células productoras del anticuerpo,
en este caso del hibridoma B, de B72.3.

Como paso previo a la inyeccidn de los hibridomas en los ratones para la produccién
de ascitis, fue necesario verificar la correcta morfologia de dichos hibridomas, y que los
mismos fueran efectivamente productores de los anticuerpos buscados. Tal como se
puede observar en la figura 5A, la morfologia de estas células fue la caracteristica de
células saludables, siendo la confluencia de entre el 50 y 70%, y dichas células estaban
libres de contaminacion bacteriana y/o fungica.

El paso posterior a obtener las células en cantidad y estado apropiados, consistié en
verificar que efectivamente las células fueran productoras del anticuerpo buscado.
Para esto se realizd un ensayo de ELISA, tal como se describio en Materiales vy
Métodos, utilizando como fuente de antigeno sTn, la mucina submaxilar ovina (OSM)

debido a la fuerte expresion de este antigeno en dicha proteina.

Como se puede observar en la figura 5B, los sobrenadantes evaluados reaccionaron
con la OSM, siendo comparables al valor del control positivo. Posteriormente se evalud
la reactividad de los sobrenadantes de B72.3 con otras variantes de la proteina OSM:
a0OSM, en este caso la mucina se encuentra desialilada, por lo tanto la misma presenta
el antigeno Tn; y la variante deglicosilada dOSM, donde la mucina fue previamente
deglicosilada quimicamente. En esta figura se observa que los sobrenadantes de los
hibridomas contenian el anticuerpo monoclonal B72.3 reactivo con OSM, mientras que
los mismos no reaccionaron con muestras proteicas conteniendo el antigeno Tn o

completamente deglicosilada.
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Figura 5- Produccion de células de hibridomas B, productores del AcMo B72.3.

A- Foto de una microscopia de campo claro (a un aumento de 10X) de células del hibridoma productor
del AcMo B72.3. B- Reactividad de sobrenadantes de B72.3 evaluados por ELISA, utilizando como control
positivo para OSM un anticuerpo purificado anti-sTn, B72.3 (Ctrl+, B72.3), y como control positivo para
a0SM un anticuerpo purificado anti-Tn, 83D4 (Ctrl +, 83D4). En esta figura se muestran dos ejemplos de
sobrenadantes de cultivo de B72.3 evaluados (SN2 y SN13) y pueden observarse como controles
negativos de reactividad en ausencia de anticuerpo primario (s/19), asi como también el control sin
anticuerpo secundario anti-ratén polivalente (s/22), o en ausencia de antigeno OSM, aOSM o dOSM

(s/Ag).

Habiendo verificado la produccién de anticuerpos por los hibridomas, se procedié a
contar las células e inyectar a los ratones previamente pristanizados. El pristano es un
irritante del peritoneo, el cual favorece el desarrollo de ascitis [39]. Luego, se controlé
el desarrollo de ascitis, determinado por hinchazén abdominal (Figura 6A), y se

recolectd la misma hasta 3 veces por ratén.

Posteriormente, la ascitis fue centrifugada para eliminar restos celulares. Luego, para
comprobar que los hibridomas no perdieron su capacidad de producir anticuerpos
B72.3 in vivo, se procedid a evaluar la reactividad contra el antigeno sTn de la misma
forma que se describid para los sobrenadantes. Para ello, se realizaron diluciones de la
ascitis con el objetivo de determinar la mayor dilucién a la cual la misma presenta una
reactividad optima para su utilizacién.

En la figura 6B observamos que la reactividad del anticuerpo contenido en la ascitis fue
alta en concentraciones mayores a la dilucion 1/1000. Ademas, en todos los casos las

ascitis colectadas resultaron ser positivas para B72.3.
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Figura 6- Produccion de ascitis enriquecidas en anticuerpos B72.3.

(A) Ratdn BALB/c que presenta hinchazén abdominal por la presencia de grandes volimenes de ascitis.
(B) Reactividad anti-sTn de la ascitis obtenida del ratdn productor de ascitis. El valor del control negativo
fue de 0.239 UA y el mismo corresponde a la reactividad en ausencia de OSM. La medida de la
reactividad se llevd a cabo por un ensayo de ELISA.

PURIFICACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL B72.3

Luego de obtener grandes cantidades (= 50 mL) de ascitis murina conteniendo el
anticuerpo B72.3, procedimos a su purificacion. La misma fue llevada a cabo por
cromatografia de afinidad, utilizando agarosa acoplada a la proteina A de
Staphylococcus aureus o acoplada a una variante recombinante derivada del grupo G
de Streptococcus (Proteina G). Estas proteinas son componentes de la pared celular de
dichas bacterias, y se unen a los anticuerpos por la region Fc participando por lo tanto
en el proceso de infeccién y aumentando la sobrevida de la bacteria [40]. Ademas,
dichas proteinas son utilizadas frecuentemente en métodos bioquimicos y
principalmente en aquellos que involucran la purificacion de anticuerpos. Las mismas
reconocen distintos isotipos de inmunoglobulinas con afinidades diferentes [41].

Como se desprende de la tabla 2, y teniendo en cuenta que el AcMo B72.3 es de
isotipo IgG1, la proteina G posee mayor afinidad por dicho anticuerpo que la proteina
A. Por lo tanto, el uso de agarosa acoplada a la proteina G seria una mejor herramienta

para purificar nuestro AcMo. Para confirmar esto en términos empiricos, se buscé
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purificar anticuerpo a través de la utilizacion de ambas proteinas y comparar los

rendimientos obtenidos.

Tabla 2- Se muestran las afinidades de los diferentes subtipos de inmunoglobulina G de ratén con la
proteina Ay G respectivamente. Tabla extraida y modificada de [41].

IgG 1 + ++++
IgG2a ++++ ++++
1gG3 ++ +++

Para ello, se re-circulé ascitis conteniendo el AcMo, diluida en “binding buffer”. Luego,
se realizaron lavados y posteriormente se llevo a cabo la elucién por pH acido. Este
cambio de pH desestabiliza la union proteina-anticuerpo, de modo tal que los
anticuerpos se separan de la proteina conjugada a la agarosa, y es posible obtenerlos
en las fracciones a colectar [36].

Una vez obtenidas todas las fracciones, se determiné la presencia de proteina por
espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 280 nm. Los cromatogramas
correspondientes a la cromatografia de afinidad con proteina A y con proteina G
pueden observarse en la figura 7 A y B respectivamente. En estos graficos es posible
observar que en lo que respecta a la purificacién utilizando proteina A, los eluidos
conteniendo mayores cantidades de proteina fueron las fracciones E4, E5, E6 y E7; en
cuanto a la proteina G, los eluidos E1, E2, E3 y E4 son aquellos en los cuales se observa

mayor concentracion proteica.

Posteriormente, las fracciones obtenidas fueron analizadas por electroforesis de
acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y reductoras. Al realizar una
electroforesis en estas condiciones se disocian los puentes disulfuros que unen a las

cadenas de la molécula de anticuerpo, separandose la cadena pesada de la liviana.
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Figura 7- Purificacion del AcMo B72.3 por cromatografia de afinidad utilizando agarosa acoplada a
proteina A (A) o a proteina G (B). En la imagen pueden observarse los cromatogramas de elucion
obtenidos a partir de la medida de absorbancia a 280 nm de las fracciones de elucién. MNU
corresponde al material no unido, siendo L, los lavados, y E, los distintos eluidos.

Como puede observarse en la figura 8, las fracciones correspondientes a los eluidos
presentan dos bandas de 25 kDa y 50 kDa que se corresponden con el peso molecular
de una cadena liviana y una cadena pesada respectivamente de las inmunoglobulinas
de tipo G (IgG). Estos resultados indican que, tanto a partir de la cromatografia con
proteina A, como con proteina G, fue posible obtener fracciones purificadas de

anticuerpo B72.3.

Una vez obtenidas e identificadas las fracciones de las cromatografias cuyo contenido
de anticuerpos fue significativo, se procedié a agrupar todos los eluidos que contenian
anticuerpo. De esta forma, en el caso de la purificacion utilizando la proteina A se
reunieron todos los eluidos, denominandoselos pool A. Por otro lado, en el caso de la
proteina G se agruparon los eluidos 1 al 7, constituyendo estos el pool G.

Las fracciones de anticuerpos obtenidas fueron dializadas contra buffer PBS, con el fin
de quitar el buffer de eluciéon en el cual se encontraban los mismos. Posteriormente, se
analizaron por electroforesis (Figura 9A) y su reactividad contra el antigeno sTn fue

confirmada por ELISA (Figura 9B).
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Luego, se midié la absorbancia a 280 nm de los dos pools, a efectos de determinar la
concentracion de los mismos. Para ello se construyd una curva de calibracion

utilizando como estandar BSA. (Figura 10),
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Figura 8- Fotografia de electroforesis en poliacrilamida de las fracciones obtenidas a partir de la
purificacidon por cromatografia de afinidad con la columna de proteina A (A) o con la proteina G (B). Los
pesos moleculares de marcador estan expresados en kDa. Las flechas indican las bandas de 50 y 25 kDa
correspondientes a la cadena pesada y liviana de IgG, respectivamente.

Las concentraciones obtenidas fueron de 0.9 mg/mL de B72.3 en el pool A y de 0.3
mg/mL en el pool G, (Tabla 3). A su vez se obtuvo 1.8 mg de B72.3 purificado con la
proteina A, mientras que con la proteina G se obtuvieron 0.6 mg. La cantidad de AcMo
B72.3 obtenida en funcidn del volumen de columna utilizado fue 0.36 mg/Volumen de
columna para la purificacién con proteina A, y de 0.6 mg/Volumen de columna, con la

proteina G (Tabla 3).

35
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Figura 9- Analisis de fracciones de AcMo B72.3 purificado. (A) Electroforesis de los pools de proteina A
(PA) y G (PG). Los pesos moleculares de la electroforesis estan expresados en KDa. (B) Reactividad anti
sTn de dichos pools. La misma fue determinada mediante un ensayo de ELISA como el que se describid
para la figura 1B, sensibilizando las placas con OSM. El valor del control negativo para este ensayo fue de
0.369 UA y el mismo corresponde a la reactividad en ausencia de OSM.

y=0,660x + 0,246
R%?=0,998

o
T

Abs 280 nm.
d
&

o
N
i

o
=}

) L] I ) 1 |
000 025 050 075 1.00 1.25 1.50
Concentracion BSA (mg/mL)

Figura 10- Curva de calibraciéon construida con BSA a 0.1 mg/mL, 0.2 mg/mL, hasta 1 mg/mL, en
diluciones al medio. Se midié absorbancia a 280 nm. Siendo y: abs 280 nm, e x: Concentracion proteina

mg/mL.
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Tabla 3. Tabla de rendimiento de la purificacidn utilizando agarosa acoplada a la proteina A (PA) o la G (PG).

Pool G 0.3 2 0.6 1 0.6
(PG)

Pool A 0.9 2 1.8 5 0.36
(PA)

EVALUACION DEL RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS TUMORALES POR PARTE DEL AcMo B72.3

Una vez purificado el AcMo B72.3, nos era de interés evaluar si dicho anticuerpo
presentaba la capacidad de reconocer antigenos tumorales. Para ello se utilizd un
extracto proteico tumoral de la linea celular TA3/Ha, con el cual se sensibilizé para
realizar un ensayo de ELISA. Como puede observarse en la figura 11 A, el anticuerpo
B72.3 fue capaz de reconocer antigenos presentes en la linea celular TA3/Ha, si bien lo
hizo en menor medida que el AcMo 83D4 (AcMo que reconoce el antigeno Tn). A su
vez, ambos pooles de AcMo B72.3 obtenidos reconocieron el extracto proteico

derivado de TA3/Ha y dicho reconocimiento fue dosis dependiente (Figura 11B).
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Figura 11- Reactividad del AcMo B72.3 con un lisado proteico derivado de células TA3/Ha. (A)
Reactividad anti lisado proteico derivado de TA3/Ha a 100 pg/mL, de los AcMos 83D4 y B72.3, asi como
también del control negativo (s/29). (B) Reactividad anti TA3/Ha de los dos pools purificados (PAy PG) a
distintas concentraciones de TA3/Ha.
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ENSAYO DE CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS (ADCC) IN VITRO.

Para evaluar si el AcMo B72.3 es capaz de mediar la muerte celular en el proceso que se
conoce como Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos (ADCC), realizamos un
ensayo de citotoxicidad in vitro, utilizando células tumorales TA3/Ha. Como células
efectoras seleccionamos macréfagos RAW 264.7 previamente activados con IFN y. La
medida de viabilidad se realizé mediante la utilizacién del reactivo WST-8, el cual produce
un complejo formazan soluble en agua, en condiciones de bio-reduccién en presencia de
un portador de electrones, 1-metoxi PMS. Dicho reactivo es bio-reducido por
deshidrogenasas celulares, dando lugar a un producto de formazan color naranja que es
soluble en el medio de cultivo. La cantidad de formazdn producido es directamente

proporcional al nimero de células vivas.

Como puede observarse en la figura 12 A, cuando se trabajé en una relaciéon E:T de 6:1
0 12:1, se detectd muerte celular. Siendo la relacién 6:1, en la que se detectd mayor
citotoxicidad. El control positivo consistié de la quimera ChiTn, el cual media la ADCC
[38]. Posteriormente se evalud la citotoxicidad en funcién de la concentracion del
AcMo B72.3, a una relacion E:T de 10:1. Observando la figura 12 B, es posible afirmar
gue a una concentracion de AcMo B72.3 de 10 pg/mL, se detectd la mayor

citotoxicidad.
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Figura 12- Evaluacion de la ADCC inducida por B72.3 sobre células TA3/Ha, utilizando macréfagos RAW 264.7,
activados con IFN y, como célula efectora. (A) En el gréfico se observa el porcentaje de citotoxicidad mediado por el
AcMo B72.3 (B72.3), y el anticuerpo utilizado como control positivo, el AcMo Chi-Tn [38]. (B) Se observa el
porcentaje de citotoxicidad en funcion de la concentracion de B72.3.
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Para descartar un efecto directo de citotoxicidad del AcMo B72.3 sobre células
efectoras, o tumorales, evaluamos la viabilidad de las mismas al ser cultivadas en
presencia de diferentes concentraciones de AcMo B72.3. Como se observa en la figura
13 el AcMo B72.3 no generd ningun efecto directo sobre la viabilidad de las células

TA3/Ha (Figura 13A), asi como tampoco sobre las células Efectoras (Figura 13B).
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Figura 13- Evaluacion de la citotoxicidad de B72.3 sobre células tumorales TA3/Ha (A) o de células Raw
264.7 (B) En ambos casos la medida de viabilidad se realiz6 mediante el uso del reactivo WSTS,
midiendo absorbancia a 450 nm.

MODELO TUMORAL TA3/HA EN RATONES

Con el objetivo de poner a punto el modelo de desarrollo tumoral utilizando las células
tumorales TA3/Ha, se cultivaron diferentes ampollas de células TA3/Ha
(adenocarcinoma murino mamario [42]). Una vez obtenidas las células, se inyectaron
10000 células por ratén, y se siguid la sobrevida de los animales. Fueron probadas dos
ampollas de células de lotes diferentes (I y Il). Como puede observarse en la figura 14,
todos los ratones inoculados con las células TA3/Ha provenientes de la ampolla Il,
murieron al dia 15. Por otro lado, 5 de 6 ratones (80%) de los ratones inoculados con

las células de la ampolla I, murieron al dia 21, mientras que un ratén permanecio con
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vida hasta el dia 46. Como esperado, el grupo control presenté una sobrevida del

100%.
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Figura 14- Grafico de sobrevida de ratones inoculados i.p con las células TA3/Ha de diferentes lotes (I y
1) de las diferentes ampollas (I y 1l). En negro se muestra el control. Los animales que sobrevivieron al
dia 45 fueron sacrificados.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que las células TA3/Ha derivadas de la
ampolla Il son mas agresivas que aquellas derivadas de la ampolla |. En este momento
nos encontramos planificando un ensayo de proteccion in vivo por inmunizacién

pasiva, utilizando el AcMo B72.3 en ratones desafiados con las células tumorales.
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Para producir AcMos a partir de hibridomas es necesario primeramente verificar que
dichos hibridomas mantengan aun la habilidad de producir estos anticuerpos, puesto
que al tratarse de células tumorales las mismas presentan una tasa de mutacion
importante, y es posible que luego de mucho tiempo en cultivo, dichas células pierdan
la capacidad de generar el anticuerpo de interés. En nuestro caso verificamos que los
hibridomas fueron productores del AcMo B72.3. La inoculacién i.p del hibridoma en
ratones conduce a la generacion de ascitis ricas en el AcMo, mds concentradas que los
sobrenadantes de cultivo, debido a que en el modelo in vivo, el ambiente rico en
nutrientes y factores, favorece aun mas la proliferacion de las células y la consiguiente
liberacion del anticuerpo de interés. Sin embargo, algunas veces la generaciéon de
ascitis se vio desfavorecida por el desarrollo de tumores sélidos en la cavidad
peritoneal de los animales. Esto puede deberse a posibles modificaciones en las
caracteristicas celulares o tumorales del hibridoma. En dichos casos, a pesar del
desarrollo de tumor sélido, los animales producian, en menores volimenes, ascitis.
Esta ascitis fue inyectada en otros ratones a fin de propagar las células capaces de
generar desarrollo de ascitis, y no de tumor sélido. A partir de los resultados obtenidos

fue posible confirmar la produccion de un lote de ascitis rica en el AcMo B72.3.

Dado que la ascitis obtenida, posee ademas del AcMo producido otras proteinas, fue
necesario proceder a la purificacion del mismo, a fin de obtener el AcMo puro. La
estrategia de eleccién en nuestro caso, consistié en una cromatografia de afinidad.
Existen comercialmente, entre otros, dos sistemas que permiten la purificacion de
muestras conteniendo anticuerpos del tipo IgG, dependiendo de qué subtipo se trate,
el rendimiento de cada columna puede variar. Para el caso del AcMo B72.3, siendo el
mismo un anticuerpo de isotipo IgG1, la columna con la variante recombinante de la
proteina G presentaria una mayor afinidad, de acuerdo a la tabla 2. Si bien la proteina

A pareceria tener menor afinidad por este tipo de anticuerpo, a la hora de purificar,
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fue un método efectivo que permitié obtener el objetivo buscado. Incluso al comparar
los valores de concentracidn, es posible apreciar, que la concentracion del pool de
proteina A es mayor, que el de la proteina G. Sin embargo, es importante notar, que el
volumen de matriz de la proteina G era de 1 mL, mientras que el volumen de la matriz
de proteina A era de 5 mL; por lo cual si comparamos los mg de anticuerpo obtenidos
por mL de matriz (0.6 mgy 0.36 mg para el AcMo B72.3 purificado usando proteina Gy
A respectivamente), efectivamente verificamos que la columna con proteina G
conjugada a la agarosa, produce un rendimiento mayor de purificacion de AcMo B72.3.
Un punto importante a tener en cuenta, es que la cuantificacion de estas muestras fue
realizada por absorbancia a 280 nm, utilizando como estandar la proteina BSA. Esta
técnica, depende de la composicion aminoacidica, ya que se basa en la absorbancia de
los anillos aromaticos de algunos aminodcidos. Lo ideal en este caso hubiera sido,
utilizar una 1gG1 como estandar. Es por ello, que los valores de concentracion nos dan
un estimativo. En cuanto a si constituye una mejor herramienta a la hora de purificar
dicho anticuerpo, si bien la proteina G presenta mayor afinidad por los AcMos IgG1
como ya se comento, a efectos practicos, en el laboratorio no presenta una diferencia
significativa, purificar utilizando la columna de agarosa conjugada a proteina A, de 5
mL; o utilizar la columna de 1 mL que tiene conjugada la proteina G.

Es importante considerar que en la purificacidn mediante este tipo de cromatografia,
se estan purificando todos los tipos de 1gG que pueden estar presentes en el liquido
ascitico. Por lo cual lo que se obtiene es una fraccion de anticuerpos IgG, que es rica en
el anticuerpo de interés. Seria necesario entonces incluir un control de ascitis generada
con la linea de mieloma no secretante, a fin de purificar dicha ascitis, para poder
comparar la misma con la fraccién rica en B72.3 obtenida.

Otra estrategia alternativa o secuencial de obtencion del AcMo B72.3 podria ser
mediante cromatografia de afinidad, pero utilizando sefarosa unida a la OSM, la cual

contiene el antigeno sTn.

Habiendo purificado el AcMo B72.3, y puesto a punto el modelo de desarrollo tumoral
con TA3/Ha, se buscé evaluar si dicho anticuerpo era capaz de reconocer antigenos

tumorales en dichas células. De este ensayo es posible afirmar que efectivamente el
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anticuerpo B72.3, fue capaz de reconocer antigenos presentes en TA3/Ha, y que por lo
tanto es posible la utilizacién de dicho anticuerpo para evaluar posibles mecanismos
inmunes anti-tumorales. Es importante notar, que el reconocimiento en este caso fue
medido mediante la técnica de ELISA, utilizando extracto tumoral, lo cual no nos indica
localizacion del antigeno que reacciona con el anticuerpo. Esta informacidon es
importante, pues si lo que se busca es un reconocimiento que pueda llevar al
desencadenamiento de una respuesta inmune, es fundamental que el antigeno en
cuestion se encuentre accesible al anticuerpo. Una técnica que se podria utilizar a fines
de evaluar si la unidon es posible, es la citometria de flujo, inmunofluorescencia, o
ademas mediante microscopia confocal, utilizando un marcado del anticuerpo por
fluorescencia, con un marcador de membrana, y de nucleo, para de este modo
visualizar si efectivamente el anticuerpo puede tener acceso al antigeno que es capaz
de reconocer.

Es importante considerar a su vez, que el AcMo B72.3 si bien reacciona
preferentemente con el antigeno sTn, presenta también reactividad cruzada con el
antigeno Tn [32]. Si lo que se busca es verificar que el reconocimiento antigeno-
anticuerpo se debe a la reaccion B72.3- sTn y no a que dicho anticuerpo reaccione con
Tn, podria realizarse un ELISA, incluyendo un paso de incubacidn, entre el bloqueo y la
incubacién con el AcMo B72.3, con anticuerpo especifico para Tn. Bloqueando de este
modo los posibles epitopes Tn, y permitiendo de esta forma cuantificar el
reconocimiento del AcMo B72.3 unicamente por antigenos sTn.

Sin embargo, se ha reportado que la linea celular TA3/Ha secreta una mucina
conteniendo principalmente el antigeno Tn [43], pero no hay informacién acerca de la
posible expresién del antigeno sTn. Para verificar esto, podrian utilizarse lectinas
especificas para el acido sialico sobre células TA3/Ha.

Por otro lado, seria importante evaluar el reconocimiento por B72.3 de antigenos
tumorales en otras lineas tumorales, a efectos de visualizar si es un efecto dado solo

en esta linea celular, o puede aplicarse a otros tipos de canceres.
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De los resultados del ensayo de citotoxicidad celular es posible afirmar que el AcMo
B72.3 fue capaz de mediar la ADCC in vitro. Al compararlo con el control positivo, se
observé que tanto dicho control, como el B72.3, fueron capaces de mediar la muerte
celular. Un punto importante es que el control positivo, consistio de un anticuerpo
quimérico del AcMo anti Tn 83D4, por lo cual dicho control posee una regidn Fc
humana, por lo cual puede llevar a una respuesta diferente, que el Fc murino. De todas
formas se utilizé este control porque existe evidencia que muestra que ChiTn es capaz
de ser reconocido por macréfagos murinos [38]. Cuando se realizd el experimento
variando la concentracién de anticuerpo, a fin de determinar la concentracion a la cual
el mismo era mas citotdxico, se pudo observar que la mayor capacidad de inducir
muerte estaba dada a la concentracion de 10 pg/mL de dicho anticuerpo. Es
importante notar que la viabilidad de las células no se vio modificada con la
concentracion del anticuerpo. Fue necesario realizar dicho control, pues existe
evidencia que demuestra que un AcMo anti-Tn es capaz de inhibir el crecimiento de las
células tumorales, mediante la inhibicién del factor de crecimiento | tipo insulina [44].
Nuestros resultados sugieren que la citotoxicidad de AcMo B72.3 es debida a que
dicho anticuerpo es capaz de mediar la ADCC.

Un punto trascendente en este ensayo, es que en el mismo se midid la citotoxicidad
celular en funcion de la viabilidad celular, y no de la muerte especificamente de las
células tumorales. Lo cual es importante pues, al calcular las células muertas como la
diferencia de las células vivas, no es posible identificar cuales son las células que estan
muriendo, pudiendo ser las mismas, los macréfagos. Una técnica que permitiria
identificar las células muertas, y determinar si efectivamente el AcMo es capaz de
mediar la citotoxicidad celular, es la citometria de flujo utilizando células tumorales
previamente marcadas con un fluordforo [38]. De todas formas, es importante notar
que el experimento contd con controles de viabilidad, que correspondieron a células
TA3/Ha solas junto al anticuerpo B72.3, y a células RAW 264.7 solas también con el
AcMo B72.3. Asi como también contd con un control positivo, siendo el mismo el
AcMo ChiTn, quimera que reconoce el antigeno Tn, y que se ha demostrado es capaz
de mediar la ADCC in vivo de células tumorales [38]. Otro punto del ensayo que puede

llevar a la discusidn, es la elecciéon de macrdofagos como células efectoras, en lugar de
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natural killers, la célula capaz de mediar la ADCC por excelencia, sin embargo ya se ha
reportado que los macréfagos son capaces también de mediar la ADCC [45]. Las vias
por las cuales los macrofagos son capaces de mediar la citotoxicidad, son distintas a las
gue utilizan las células natural killers, y dependen de la célula blanco. Por lo general
pueden liberar TNFa, u éxido nitrico, como mediadores dominantes de la induccién de
citotoxicidad por macréfagos, asi como también mediante la apoptosis inducida por la

via de Fas/Fas L [45].

La puesta a punto de modelos tumorales fue necesaria para evaluar la capacidad de las
células tumorales TA3/Ha de generar la produccién de ascitis en raton. En el
laboratorio se cuenta con distintos lotes de células TA3/Ha, y en experimentos
anteriores se observo que algunos de estos lotes contenian células que habian perdido
la capacidad de desarrollar ascitis, motivo por el cual se evaluaron distintas ampollas
de células. A partir de los resultados es posible decir que las células de ambos lotes
probadas fueron capaces de provocar el desarrollo tumoral, siendo la ampolla Il la mas
agresiva, pues todos los ratones murieron. La puesta a punta de este modelo tumoral
pre-clinico nos permite evaluar la capacidad del AcMo en mediar la muerte de células
tumorales in vivo y de aumentar la sobrevida de animales inoculados con dichas

células.

La bibliografia muestra la existencia de un anticuerpo quimérico de B72.3, el cual se ha
probado posee la habilidad de mediar la muerte celular de células de cancer humanas
[46]. A su vez, se han expresado receptores quiméricos en células T, las cuales pueden
generar una respuesta T acotada al blanco del anticuerpo [47]. Debido a que nunca fue
demostrado, seria interesante evaluar si este fendmeno de ADCC podria funcionar in
vivo en modelos murinos, ya que existen evidencias de que anticuerpos de unién a
antigenos de tipo carbohidratos pueden mediar la citotoxicidad in vivo [38].

También seria importante evaluar el reconocimiento y habilidad de mediar
citotoxicidad del B72.3 en otras lineas tumorales, para de esta forma poder seguir
evaluando dicho anticuerpo, planteando la posibilidad de su uso en inmunoterapia

tumoral pasiva.
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En este trabajo fue posible obtener y purificar por cromatografia de afinidad el
anticuerpo monoclonal anti-sTn B72.3, antigeno comuUnmente expresado en células
tumorales de origen epitelial.

Asimismo evaluamos el rendimiento de la purificacion de dicho AcMo utilizando
agarosa conjugada a proteina A o proteina G, siendo con esta ultima la que se
obtuvieron mayor rendimiento. Sin embargo, cabe destacar que ambas estrategias
permitieron la purificacién del AcMo B72.3.

Por otro lado, determinamos que dicho anticuerpo reconocid un extracto proteico
derivado de la linea tumoral murina TA3/Ha. Ademas, el AcMo B72.3 fue capaz de
mediar in vitro la muerte de células TA3/Ha. Queda por determinar si dicho anticuerpo
puede mediar la ADCC in vivo.

Nuestros resultados son relevantes en la busqueda de estrategias inmunoterapéuticas
contra el cancer, y particularmente en la determinacion de protocolos de

inmunoterapias pasivas utilizando el AcMo B72.3.
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