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Resumen 
 

El interferón beta 1a humano recombinante (rhIFN-� -1a) se ha utilizado ampliamente 

para el tratamiento de la esclerosis múltiple durante las últimas cuatro décadas. A pesar del 

origen humano de la secuencia del IFN-� � � � � � ��� � � � � �� � ��� �� ��� 	 �� � 
� � � �	 � � � �� �� �	 ��	 �

no deseadas en pacientes tratados con rhIFN-� -1a pueden comprometer su eficacia y seguridad 

clínica. Tratamientos prolongados con rhIFN-� -1a pueden dar lugar a un quiebre de la tolerancia 

inmunológica frente a antígenos propios, con la consiguiente producción de anticuerpos anti-

IFN. Al unirse a la citoquina, estos anticuerpos pueden provocar una alteración en la 

farmacocinética de la misma, inhibir su acción terapéutica o incluso inhibir a la citoquina 

autóloga. Por este motivo, el objetivo del presente trabajo se centró en el análisis de la 

inmunogenicidad de rhIFN-� -1a y en el desarrollo de nuevas variantes con inmunogenicidad 

reducida, sin producir un impacto negativo en su estructura y función biológica, apuntando a 

diseñar un candidato terapéutico mejorado en cuanto a su antigenicidad/inmunogenicidad y 

actividad biológica in vitro, como posible candidato a biobetter. 

En este estudio, mediante la aplicación del método DeFT (del inglés, De-immunization 

of Functional Therapeutics) se llevó a cabo un procedimiento de de-inmunización, empleando 

herramientas de predicción in silico que permitieron identificar las regiones potencialmente 

inmunogénicas en la secuencia del IFN-� -1a, así como los cambios puntuales que conducirían a 

la reducción de su inmunogenicidad global, evitando alterar la estructura y función de la 

proteína. Estas modificaciones fueron introducidas en distintas combinaciones, generando dos 

variantes de-inmunizadas de IFN-� -1a en células CHO, y se designaron como IFN-� -1a(VAR1) e 

IFN-� -1a(VAR2). Primero, se analizaron las estructuras secundarias y terciarias de las proteínas 

mediante espectroscopia de dicroísmo circular. Luego, se realizaron ensayos para evaluar su 

funcionalidad. Mientras que IFN-� -1a(VAR2) mostró una actividad antiviral in vitro similar a la 

de la proteína original, IFN-� -1a(VAR1) exhibió una potencia biológica un 40% mayor. Ensayos 

in vivo utilizando ratones transgénicos HLA-DR revelaron que las variantes de-inmunizadas 

mostraron una inmunogenicidad marcadamente reducida. En línea con estos resultados, ambas 

muteínas exhibieron una inmunogenicidad ex vivo inferior en comparación con la proteína 

original. 

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, se puede concluir que las 

variantes de-inmunizadas del rhIFN-� -1a desarrolladas presentan características únicas desde el 

punto de vista de su inmunogenicidad y actividad biológica, lo cual las posiciona como 

candidatos terapéuticos muy promisorios para el tratamiento de la esclerosis múltiple. 
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Abstract 
 

Recombinant human interferon beta 1a (rhIFN-� -1a) has been widely used to treat 

multiple sclerosis for the last four decades. Despite the human origin of the IFN-�  sequence, it 

is immunogenic, and unwanted immune responses in IFN-� -treated patients may compromise 

its efficacy and safety in the clinic. Prolonged treatment with rhIFN-� -1a may lead to an immune 

tolerance breakdown to self-antigens, resulting in the production of anti-IFN antibodies. When 

these antibodies bind to the cytokine, they can alter its pharmacokinetics, inhibit its therapeutic 

action or even inhibit the autologous cytokine. For this reason, the objective of this study was 

to analyze the rhIFN-� -1a immunogenicity and develop new variants with reduced 

immunogenicity without negatively impacting its structure and biological function, aiming to 

design an improved therapeutic candidate in terms of antigenicity/immunogenicity and in vitro 

biological activity, as a possible biobetter candidate. 

In this study, the DeFT (De-immunization of Functional Therapeutics) method was 

applied to carry out a de-immunization procedure, using in silico prediction tools to identify 

potentially immunogenic regions in the IFN-� -1a sequence, as well as specific changes that 

would lead to a reduction in its overall immunogenicity while avoiding alterations in the 

protein's structure and function. These modifications were introduced in various combinations, 

generating two de-immunized variants of IFN-� -1a in CHO cells, designated as IFN-� -1a(VAR1) 

and IFN-� -1a(VAR2). First, the secondary and tertiary structures of the proteins were analyzed 

using circular dichroism spectroscopy. Then, functionality assays were conducted. While IFN-� -

1a(VAR2) showed similar in vitro antiviral activity to the original protein, IFN-� -1a(VAR1) 

exhibited 40% greater biological potency. In vivo assays using HLA-DR transgenic mice revealed 

that the de-immunized variants showed markedly reduced immunogenicity. Accordingly, both 

muteins evidenced significantly lower ex vivo immunogenicity than the original molecule. 

Based on the results obtained in this study, it can be concluded that the de-immunized 

variants of rhIFN-� -1a developed here have unique characteristics in terms of immunogenicity 

and biological activity, positioning them as up-and-coming therapeutic candidates for the 

treatment of multiple sclerosis. 
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En las últimas dos décadas, los medicamentos biotecnológicos, comúnmente 


 �� �� � �	
 �� � biológicos� � � 	 � revolucionado la terapia de los pacientes, no sólo en el 

tratamiento de las deficiencias hormonales y las neoplasias malignas sólidas y hematológicas, 

sino también frente a enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inmunológico, 

convirtiéndose en medicamentos clave para los sistemas de salud en todo el mundo. El 

vencimiento de las protecciones de datos o patentes que protegen a los productos 

biofarmacéuticos, ha permitido el desarrollado y aprobación de varios medicamentos 

biosimilares para su uso �� 
� � �� ���� � �� �
� � � � �� � �� � �� � 	 � � � �� � � � � � � �� � �� � ���	 
�� �� � � � ��

general y "biosimilar" en particular, fueron introducidos por primera vez por la Agencia Europea 

de Medicamentos (EMA) para describir los medicamentos biológicos desarrollados como 

"copias" de los biológicos innovadores (comúnmente denominados originadores). Sin embargo, 

a diferencia de los productos genéricos de medicamentos de moléculas pequeñas, no se pueden 

obtener copias idénticas de los biológicos. Esta limitación depende principalmente del hecho de 

que los biológicos son producidos por sistemas celulares vivos, cuyos procesos biosintéticos 

están sujetos a factores intrínsecos e inevitables de variabilidad biológica y, en parte, de su alto 

grado de complejidad en términos de estructura molecular y procedimientos de fabricación (1).  

A pesar de reconocer el potencial impacto favorable de los bioterapéuticos originadores 

y biosimilares en el mercado farmacéutico, tanto en términos de ahorro de costos como de 

accesibilidad a medicamentos, la Agencia Italiana del Medicamento (AIFA) ha adoptado la 

posición de que los originadores y los biosimilares no pueden considerarse como productos 

medicinales intercambiables, excluyendo así la práctica de sustitución automática y cambio y, 

de acuerdo con el concepto de biosimilitud emitido por la EMA, enfatizando el principio del 

papel dominante de los clínicos en la decisión de si los pacientes deben ser prescritos con un 

originador o su biosimilar. Tanto la EMA como la Organización Mundial de la Salud (OMS) han 

estado activamente involucradas en este trabajo y en la promoción de la convergencia global de 

enfoques regulatorios para asegurar la calidad, seguridad y eficacia de los bioterapéuticos 

innovadores y biosimilares a nivel mundial (2). 

En los últimos 30 años, los avances en biología molecular han permitido identificar, 

modificar y transferir genes que codifican proteínas biológicamente activas naturales de un 

organismo a otro para obtener una síntesis altamente eficiente de sus productos. Esto ha llevado 
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a la producción de medicamentos biológicos preparados mediante tecnología de ADN 

recombinante (ADNr), utilizando una variedad de sistemas de expresión, tales como bacterias, 

levaduras, líneas celulares transformadas de origen animal, células de insectos y plantas, 

animales transgénicos y plantas completas. La tecnología de ADNr también se usa para producir 

proteínas biológicamente activas que no existen en la naturaleza, como anticuerpos 

monoclonales (mAbs) quiméricos, humanizados o totalmente humanos, o proteínas 

relacionadas con anticuerpos u otros medicamentos biológicos diseñados, como proteínas de 

fusión, interferones naturales, hormonas y enzimas naturales modificadas. En este sentido, 

dependiendo de las condiciones de crecimiento y otros factores, se pueden generar mezclas de 

moléculas relacionadas que son bastante difíciles de extraer, purificar y caracterizar. Incluso con 

acceso a la secuencia exacta de ADN que codifica el biológico originador, es muy difícil replicar 

exactamente su estructura final (es decir, las estructuras terciaria y cuaternaria), incluidos los 

cambios postraduccionales, como la glicosilación, y reproducir exactamente el proceso de 

fabricación. En consecuencia, cada bioterapéutico, aunque sea muy similar al originador de 

referencia, nunca alcanzará el nivel de identidad exacta. Desde los primeros días de la 

biotecnología, también se ha logrado un gran progreso en la capacidad de purificar 

macromoléculas biológicamente activas y, especialmente, en las técnicas analíticas utilizadas 

para su caracterización. Actualmente, los componentes de proteínas, lípidos y carbohidratos de 

las macromoléculas biológicas se pueden caracterizar en gran detalle. Sin embargo, aún no es 

posible predecir completamente las propiedades biológicas y la eficacia clínica de estas 

macromoléculas biológicas únicamente basándose en sus características físico-químicas (3). 

Los bioterapéuticos originadores y biosimilares de segunda generación (es decir, 

anticuerpos monoclonales, proteínas generadas por la fusión de anticuerpos y dominios de 

receptores o proteínas nativas modificadas, entre otras) difieren en varios aspectos en 

comparación con los de primera generación (por ejemplo, epoetinas, factores estimulantes de 

la médula ósea, somatotropinas). En este sentido, dado que los bioterapéuticos originadores y 

biosimilares de segunda generación presentan una mayor complejidad estructural y molecular, 

lo que podría traducirse en una serie de problemas farmacológicos y terapéuticos, plantean 

nuevos desafíos para los fabricantes y las autoridades regulatorias. El camino regulatorio para 

los fármacos introducidos en el mercado europeo hace una década ha sido tomado como 

referencia por otras autoridades regulatorias, incluyendo la Administración de Alimentos y 

Medicamentos de los EE.UU. (FDA). De acuerdo con dicho camino, una vez que se genera un 

producto biológico y se pretende que sea altamente similar a un originador, la similitud debe 

ser demostrada tanto en estudios no clínicos (es decir, pruebas in vitro y en animales) como en 

estudios clínicos. El diseño de estos estudios por parte del propietario del bioterapéutico suele 
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estar sujeto a una discusión preliminar y acuerdo con las autoridades regulatorias, como la EMA 

o la FDA. En todos los casos, el principio general subyacente al procedimiento de aprobación es 

que cuanto mayor sea el nivel de similitud, en términos de propiedades estructurales y 

biológicas/farmacológicas in vitro, menor será la evidencia clínica necesaria para demostrar la 

similitud clínica (1, 3).  

 

� �  �� � � � � ���� �
 ���� ���� � � ��	 
 � 
��� � �	 � ��� � ��
  

En 1957, Isaacs y Lindenmann descubrieron una sustancia que protegía a las células de 

la infección viral, a la que llamaron interferón (IFN). Los IFNs son proteínas con actividad antiviral 

que son secretadas por las células en respuesta a una variedad de estímulos. Los IFNs (Tipo I y 

Tipo II) fueron las primeras citoquinas descubiertas y proporcionaron una base fundamental 

para comenzar a entender las funciones, vías, evolución y estructura de otras citoquinas de Clase 

II y sus receptores, y fueron los primeros en ser utilizados terapéuticamente. Los IFNs y las 

primeras citoquinas descubiertas, clonadas, purificadas y caracterizadas fueron identificados 

mediante metodologías laboriosas antes de que los bancos de secuencias de ADN y los genomas 

completos de humanos y otros organismos estuvieran disponibles (4). 

Los interferones son citoquinas secretadas de forma autócrina y parácrina por las células 

huésped en respuesta a patógenos, fundamentalmente virus, y productos microbianos como 

endotoxinas, piranos y polirribonucleótidos de doble cadena, entre otras. Generalmente, están 

compuestos por cadenas aminoacídicas de 130 a 170 aminoácidos, con un peso molecular 

variable entre 20 y 100kD. Al igual que la mayoría de las proteínas, son sensibles a enzimas 

proteolíticas y al calor, aunque relativamente estables a valores bajos de pH. Esencialmente, la 

función de los IFNs consiste en aumentar la transcripción de cientos de genes estimulados por 

IFN (ISGs, del inglés Interferon-Stimulated Genes) cuyos productos cumplen un rol primordial en 

la respuesta inmune innata y adaptativa frente a infecciones virales, produciendo además 

profundos cambios metabólicos (5). 

La transcripción de los genes que codifican para los distintos tipos de IFNs en la célula 

huésped, que normalmente se encuentra silenciada, es inducida en respuesta a infecciones por 

medio de la unión de diferentes factores de transcripción a sus promotores. Luego de su unión 

al receptor de alta afinidad, localizado en el exterior de las superficies celulares, este grupo de 

proteínas desempeña importantes funciones en la comunicación intercelular, estimulando vías 

de señalización intracelulares e intercelulares involucradas en la resistencia a infecciones virales, 

el desarrollo de la respuesta inmune innata y adaptativa y la modulación del crecimiento, la 

diferenciación celular y la apoptosis (6). 
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Los IFNs se dividen en tres familias (tipo I, tipo II y tipo III) en función de la homología de 

sus secuencias, las cuales corresponden a la relación evolutiva, el uso de receptores y la actividad 

funcional de estas citoquinas (7). 

Los IFNs de tipo I se componen de siete clases: IFN-� � �� � -� � ��� -� � �� � -� � ��� -� � �� � -� 	

IFN-� � � � �� � � �
 ����� � � 	 
 �� � �� � � �	 � � ���� �� �	 � � 	 �� 	 � �� � � 
	 
 	 ��� � � �	 � � 
 �� � 
�� ���� � � � ����

se reconoció que también tienen actividades antiproliferativas e inmunomodulatorias, así como 

roles en la modulación de infecciones por patógenos no virales (4, 7). La familia de IFNs de tipo 

II incluye un único miembro, el IFN-� � � � � �� ��� � � � � � � �� � 
 � � � �� � 	 � 	 � � �� 	 � �

inmunomoduladoras que son distintas de las de los IFNs de tipo I y III. Se destaca por su 

capacidad para modular la respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa, y por inducir la 

activación de macrófagos. Es producido principalmente por células del sistema inmune 

(linfocitos T activados, células natural killer (NK) y macrófagos) y, a diferencia del resto de los 

IFNs, su acción es mediada a través de la formación de un homodímero (8). Fue casi 50 años 

después que se descubrieron los IFNs de tipo III y se componen por IFN-�
� � ��� -�

�
�

��� -�
�  (9) 

(o IL-28A, IL-28B e IL-29, respectivamente (10)), y en un principio no estaba claro por qué el 

organismo mantendría vías de defensa antiviral aparentemente redundantes. Aunque los IFNs 

de tipo I y tipo III son genéticamente distintos y utilizan receptores diferentes, son inducidos por 

vías similares de detección de patógenos y activan programas relacionados de expresión génica 

antiviral, antiproliferativa e inmunomoduladora. En un principio se reconoció el potencial de los 

IFNs de tipo III para proporcionar una protección antiviral suplementaria en las superficies 

epiteliales, pero ahora se cree que los IFNs de tipo III podrían proporcionar una defensa de 

primera línea que conlleva menos daño colateral que la respuesta más potente de los IFNs de 

tipo I. Este modelo de acción de los IFNs de tipo III surge de una mejor comprensión de las células 

y tejidos en los que los IFNs de tipo III ejercen su actividad. En efecto, se ha descubierto que los 

IFN-�
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 (7). 
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Los interferones humanos tipo I incluyen 13 hIFN-
�

 similares con un 80% de homología, 

y un solo hIFN-�
�

�
��� -� �

�
�� � -�

	
�

��� -�  con una menor homología (30-50%). Todos los hIFNs 

tipo I actúan a través de un receptor heterodimérico compartido, IFNAR, compuesto por las 

subunidades IFNAR1 e IFNAR2, ubicuamente expresadas en la mayoría de los tejidos y tipos 

celulares. Los hIFNs de tipo I se unen a IFNAR2 con alta afinidad, y luego reclutan a IFNAR1 de 
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baja afinidad, creando un complejo ternario competente para la señalización. Los genes de los 

hIFNs de tipo I carecen de intrones (excepto el hIFN-� � � � � �� ��� � � � � 	 � � � � � 	 � � � 
 	 
 �� �� � �

cromosoma 9. Aunque existe una considerable redundancia entre los hIFNs de tipo I, las 

diferencias en las secuencias de los promotores y en las propiedades bioquímicas contribuyen a 

actividades funcionales distintas (11). 

 

� � � 
 � ��� �� � �� �	� � � � � � !" 	 �  

La producción de hIFNs de tipo I puede ser inducida, dependiendo del tipo de estímulo, 

en un amplio rango de tipos celulares, siendo las células dendríticas plasmocitoides la mayor 

fuente de IFNs de tipo I. En el contexto de una infección viral, el primer paso para dar lugar a 

una respuesta inmunitaria consiste en el reconocimiento de componentes virales o patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs) por células de la inmunidad innata, mediante 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Este reconocimiento activa la familia de 

factores de transcripción del factor regulador de interferón (IRF). La producción de hIFNs de tipo 

l es transitoria, y requiere de una estimulación, por lo general por parte de los ácidos nucleicos 

víricos, que son reconocidos en el citosol celular o en el compartimento endosómico. Éstos se 

unen a distintos tipos de PRR intracelulares pertenecientes a distintas familias de receptores: de 

tipo Toll (TLR), de tipo RIG-I (RLR) y de tipo NOD (NLR). La interacción entre un determinado PRR 

y su ligando conduce al reclutamiento de proteínas quinasas específicas encargadas de fosforilar 

y activar determinados factores de transcripción. Estos factores, una vez fosforilados, se 

trasladan al núcleo celular e interaccionan con factores de transcripción específicos para 

promover inicialmente la transcripción de hIFN-�
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subtipos de hIFN-
�

(12, 13). 
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Los hIFNs son polipéptidos secretados por células infectadas y tienen tres funciones 

principales. Primero, inducen estados antimicrobianos intrínsecos en las células infectadas y 

vecinas que limitan la propagación de agentes infecciosos, particularmente patógenos virales. 

Segundo, modulan las respuestas inmunitarias innatas de manera equilibrada, promoviendo la 

presentación de antígenos y las funciones de las células NK mientras restringen las vías 

proinflamatorias y la producción de citoquinas. Tercero, activan el sistema inmunológico 

adaptativo, promoviendo así el desarrollo de respuestas de células T y B específicas de alta 

afinidad y memoria inmunológica (Figura 1). Los hIFNs tipo I son protectores en infecciones 
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En la vía canónica de señalización, conocida como vía JAK-STAT (vía de la quinasa de 

Janus, JAK, y el transductor de señales y activador de la transcripción, STAT) la unión del hIFN de 

tipo I desencadena la dimerización del complejo receptor heterodimérico IFNAR, lo que 

promueve la fosforilación de las quinasas de la familia de Janus, JAK1 y TYK2, activándolas. 

Luego, JAK1 y TYK2 reclutan y activan a las proteínas STAT1 y STAT2, lo cual resulta en su 

dimerización y reclutamiento del factor de regulación de IFN 9 (IRF9). Estas tres proteínas 

forman el complejo ternario ISGF3, capaz de translocar al núcleo celular donde se unen a 

elementos de respuesta estimulados por IFN (ISREs) del ADN y median la expresión de diferentes 

genes estimulados por IFN (ISGs), involucrados en el desarrollo de respuestas antivirales, 

proinflamatorias e inmunomoduladoras (Figura 2). Adicionalmente, por medio de la vía no 

canónica de señalización, la unión de los hIFN de tipo I es capaz de inducir la expresión de los 

ISGs a partir de la activación de otras proteínas STAT (como STAT 3, 5 y 6) o mediante la vía de 

las quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) o la vía del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (14, 

15). 

Una de las funciones de los hIFNs de tipo I consiste en mediar la acción antiviral por 

medio de la inhibición del ciclo del virión, promoviendo la síntesis de enzimas que interfieran 

con el transporte de la partícula vírica, con la transcripción y replicación de su material genético 

o con la traducción del ARN viral. 

Entre estas enzimas se encuentran: 
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Fig. 2: La vía de señalización canónica del interferón tipo I. Al unirse, el receptor de interferón-� � �
��

� � �

que está compuesto por las subunidades IFNAR1 e IFNAR2) activa la quinasa Janus 1 (JAK1) y la quinasa 
de tirosina 2 (TYK2). La fosforilación del receptor por estas quinasas resulta en el reclutamiento de las 
proteínas de transducción de señales y activador de la transcripción (STAT), su fosforilación, dimerización 
y translocación nuclear. Los tres complejos STAT predominantes que se forman en respuesta al interferón 
tipo I (IFN) controlan distintos programas de expresión génica. El complejo de genes estimulados por 
interferón factor 3 (ISGF3) (que está compuesto por STAT1, STAT2 e IRF9) se une a los elementos de 
respuesta estimulados por IFN (ISRE) para activar genes antivirales clásicos, mientras que los 
homodímeros de STAT1 se unen a secuencias activadas por gamma (GAS) para inducir genes 
proinflamatorios. Los homodímeros de STAT3 suprimen indirectamente la expresión de genes 
proinflamatorios, probablemente mediante la inducción de represores transcripcionales aún 
desconocidos. STAT3 activado por IFN tipo I se une al complejo co-represor SIN3 (SIN3A), que suprime la 
inducción de los genes targets directos de STAT3 al promover la desacetilación de STAT3 y de las histonas. 
Los IFNs tipo I también activan STAT4 y pueden activar STAT5 y STAT6 de manera dependiente del 
contexto (no representado). CXCL9, ligando de quimioquina CXC 9; MX1, proteína Mx1 de unión a GTP 
inducida por IFN; OAS, � � -� �

�
 �
�

� ��

�

� 
 �� � � �
�

�



� � � �
� �

� �� � ��� � � �� � �� �� � �



� � ��
� �

� �
� 	

�
�


 �
� (14). 

 

Los hIFNs de tipo l también median una poderosa acción inmunomoduladora tendiente 

a promover una efectiva respuesta inmunitaria antiviral. Favorecen la activación de macrófagos 

y células NK, potenciando su actividad citotóxica; ayudan a promover el desarrollo de la 

respuesta adaptativa al incrementar la expresión de las moléculas de clase l y ll del complejo 

mayor de histocompatibilidad (CMH), junto a otros componentes involucrados en la 

presentación antigénica a linfocitos T. En conjunto, esto mejora la eficiencia de eliminación de 
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las células infectadas mediada por los linfocitos T citotóxicos. Además, los hIFNs de tipo l 

favorecen el secuestro de linfocitos en los ganglios linfáticos, lo cual promueve su activación y 

actúan de manera directa sobre los linfocitos T y B, guiando la progresión de la respuesta 

antiviral (12, 14). 

 

� �  � � � � � � ��	 � � � � � � � � �   

El hIFN-� � � � �	 � � � � � � � �	 
 � � 
 �� � 
	 
 � � 	 ���	 �	 � � �	 � 
� � � � � � � �� � 	 � � �� � �� � � � � � ��

respuesta a estímulos biológicos y químicos. Como los demás IFNs tipo I, actúa uniéndose al 

receptor heterodimérico IFNAR, y regula la expresión de una gran cantidad de genes a través de 

las vías clásicas JAK/STAT y otras vías. El hIFN-� � � 
� �� � ��� 
 � � �� 	 	 � � � � �
 � � � 	 � �� � �
	 
� �

antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras en numerosos tipos de células y es por esto 

que se lo utiliza para tratar diversas enfermedades, como la infección por hepatitis C y la 

esclerosis múltiple (EM) (17).  

En la actualidad, existen diferentes versiones de hIFN-� ��
� ��

�� �	 ��� � � �
��� -� �

disponibles comercialmente para el tratamiento de diversas enfermedades. En particular, hay 

dos que se emplean como bioterapéuticos: rhIFN-� -1a, producido en células de ovario de 

hámster chino (CHO), con una secuencia de aminoácidos idéntica y patrones de glicosilación 

similares a los de la proteína humana endógena (18); y rhIFN-� -1b, producido en Escherichia coli 

y que es, por lo tanto, no glicosilado y carece de la metionina N-terminal y tiene una Ser-17 en 

lugar de Cys-17 en comparación con la proteína humana natural (19). Las diferencias entre IFN-

� -1a y 1b tienen consecuencias importantes en la inmunogenicidad y actividad biológica relativa, 

siendo IFN-� -1b más inmunogénico y aproximadamente 10 veces menos activo que las 

preparaciones de IFN-� -1a. Se ha demostrado que la mayor inmunogenicidad (posiblemente 

debido a la formación de agregados) y la menor actividad de IFN-� -1b están relacionadas con la 

falta de glicosilación y no con los cambios de secuencia. El IFN-� -1a está glicosilado en la 

asparagina ubicada en la posición 80 y esto ayuda a estabilizar la estructura y evita la exposición 

de una región relativamente hidrofóbica de la molécula. Se ha estudiado que la de-glicosilación 

de IFN-� -1a conduce a la producción de agregados (una mezcla de complejos con enlaces 

disulfuro) y pérdida de actividad. Estos agregados se han asociado fuertemente con la inducción 

de respuestas inmunes, y las regiones propensas a la agregación también pueden contener 

epitopes reconocidos por células T y células B (20). 
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Diversos estudios han demostrado que la estructura de los interferones está 

estrechamente relacionada con su actividad (21), y las estructuras cristalográficas por rayos X 

del IFN-� �� �� � � � � ��� -� � � 
 � � � ��� -� 	 
 � � � ��� -� � � � 	 � � �� � � ��	 � � �	 � � � � 	 
	 � ������ � 	

estructural (22). 

El hIFN-� � � � �	 
 � � �� � �	 �� � � �� � � 	 
	 
� 	 
 � � � � � 	 
	 � ���� � � � � 	 � �� � � 		 	 � � � � � � �
 ���

y presenta un 50% de homología estructural con el mIFN-� 	 � � � �� � � � � ��� -
� � � 	 �� �� � � � 	 � � ��

general del hIFN-� � � � � � � � 	 � 	 � 	 
 � ��� � 	 � � ��	 � � �� � � � � �	 �� �� �� � � � �� �
-

� � � �
-2, IL-4 y la 

hormona de crecimiento humano (HGH) (17). 

La estructura cristalina del IFN-� -1a (Figura 3) muestra una forma aproximadamente 

� � � � �
 �� � 	 � �� 
� � � �	 
� � � �� �� � -hélices (A� E). Los residuos de aminoácidos 2� 22, 51� 71, 80�

107, 118� 136 y 139� 162 se etiquetan como hélices A, B, C, D y E, respectivamente. Las hélices 

A y B son paralelas, mientras que las hélices C y D corren en orientación antiparalela. La hélice 

D es una hélice más pequeña, que forma parte del largo lazo de unión entre las hélices C y E. El 

lazo AB es un lazo largo que conecta las hélices A y B, y se divide estructuralmente en tres partes: 

AB1, AB2 y AB3 (23). Hay varios residuos hidrofóbicos, como Phe-70, Phe-154, Trp-79 y Trp-143, 

que están involucrados en interacciones entre sí que estabilizan el núcleo de la molécula. 

Además, los residuos del núcleo forman varios enlaces de hidrógeno entre sí (24). 

Como ya se citó, IFN-� -1a está además glicosilado en la Asn-80 de la hélice C. La 

glicosilación reduce la tendencia de la proteína a agregarse y aumenta la estabilidad y solubilidad 

de la misma. De hecho, la ausencia de carbohidratos en la estructura del IFN-� -1b aumenta la 

susceptibilidad de esta proteína a la agregación (25). 

Finalmente, IFN-� -1a es un dímero asociado a zinc en la matriz cristalina. El dímero es 

una unidad asimétrica que consta de dos subunidades: A y B, con un átomo de zinc en la interfaz 

entre His-121 de la subunidad A y His-97 de la subunidad B (23) (24). La estructura dimérica 

probablemente sea un artefacto cristalográfico, ya que en solución IFN-� -1a es 
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Fig. 3: Representación esquemática del dímero cristalográfico de hIFN-� � � �� � �� �� �	 
 � � � � 
 �
 � �  Se 
muestra la porción modelada de los carbohidratos y parte del sitio de unión al zinc. La esfera corresponde 
al ion zinc. Las hélices y los extremos N y C están etiquetados. El lazo AB está representado en color verde. 
Adaptado de Karpusas y colaboradores (23). 
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Desde el primer informe sobre el uso intratecal de IFN por Jacobs y colaboradores (28) 

y la aprobación del IFN-� -1b (Betaseron/Betaferon (Schering y Berlex Laboratories)) en 1993, las 

terapias con IFN-�
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desarrollados para su uso en la EM. Productos adicionales basados en IFN-�
� incluidos el IFN-� -

1a intramuscular (IM) (Avonex, Biogen), el IFN-� -1a subcutáneo (SC) (Rebif, EMD Serono) y el 

IFN-� -1a PEGilado (PEGIFN) (Plegridy, Biogen), entre otros, han ampliado el repertorio de 

medicamentos basados en IFN-� 	
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� nque los IFNs solo atenúan 

parcialmente la tasa de recaídas y ralentizan la progresión de la enfermedad, han abierto una 

nueva era de intervenciones terapéuticas que ha remodelado la historia natural de la 

enfermedad. El entorno inmunológico complejo y heterogéneo del proceso de la enfermedad 

de la EM puede explicar la eficacia parcial de los IFN-� ��
�

�
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tanto, una mejor comprensión de la fisiopatología de la enfermedad y de las vías de señalización 

mediadas por IFN-�
��

�

��

irá, en última instancia, a decisiones de tratamiento más efectivas y 

seguras (29). 
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La EM es un trastorno inflamatorio autoinmune caracterizado por la desmielinización, 

inflamación y formación de lesiones focales en el Sistema Nervioso Central (SNC) (30). Según un 

estudio reportado en el año 2020, se estima que en la actualidad esta enfermedad afecta a 

2.800.000 personas en todo el mundo (31). La enfermedad se manifiesta principalmente en 

adultos jóvenes, particularmente en mujeres, con una edad promedio de 29 años. Aunque 

existen varios cursos de la enfermedad, la mayoría de los pacientes son diagnosticados con EM 

remitente-recurrente (EMRR). 

 

3.2.1 Patogénesis de la EM 

Aunque la causa precisa de la EM sigue siendo incierta, las evidencias sugieren que uno 

o más desencadenantes ambientales y genéticos pueden inducir la activación de varios tipos de 

células inmunitarias (por ejemplo, poblaciones de células T o B autorreactivas) que responden a 

antígenos proteicos estructuralmente similares a la mielina del SNC. Estas células autoinmunes 

atraviesan la barrera hematoencefálica (BHE), lo que lleva a una desmielinización inflamatoria, 

pérdida de oligodendrocitos y daño axonal, que se manifiestan en síntomas clínicos de recaídas 

y discapacidad (30). 

Investigaciones recientes utilizando un modelo animal de EM, la encefalomielitis 

autoinmune experimental (EAE) (32), sugieren que la enfermedad es mediada 

inmunológicamente. Según esta perspectiva, las células T autorreactivas específicas para la 

mielina, principalmente las células Th1, son los principales impulsores de la patogénesis de la 

enfermedad. Las células presentadoras de antígenos (CPA) activan estas poblaciones de células 

Th1, que posteriormente liberan citoquinas proinflamatorias, como la interleucina 1 (IL-1), el 

IFN-�
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de moléculas de adhesión y sus ligandos en las células endoteliales de la barrera 

hematoencefálica y en los linfocitos. Esta acción permite que las células T autorreactivas se 

adhieran a las células endoteliales en la BHE. Las células T unidas secretan diversas 

metaloproteinasas de matriz (MMPs), que comprometen la integridad de la BHE y permiten que 

otros leucocitos activados infiltren el SNC. Esta fase del proceso se caracteriza por la primera 

aparición de lesiones. A medida que las células inmunitarias ingresan al SNC, los procesos 

inmunorreactivos continúan, ya que las células T activadas secretan citoquinas y quimiocinas 

proinflamatorias adicionales, que activan otras células inflamatorias del SNC, incluyendo 

monocitos y macrófagos. Los macrófagos activados desmielinizan los axones a través de 

múltiples mecanismos, que pueden incluir la fagocitosis mediada por Fc (fragmento constante 
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3.2.2 Mecanismo de acción del IFN-� � � � �  

El mecanismo de acción del IFN-� �
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los procesos patogénicos resumidos en la sección anterior. Aumenta la producción de agentes 

anti-inflamatorios como la IL-10, inhibe la IL-17 proinflamatoria, limita la actividad 

inmunopatogénica de la EM al restringir la migración de leucocitos a través de la barrera 

hematoencefálica y estimula la producción de factores tróficos como el factor de crecimiento 

nervioso (FCN), que median la reparación del tejido. 
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3.2.3 Inmunogenicidad y efectos adversos asociados a la terapia con 

rhIFN-�  

Una de las principales desventajas del empleo del rhIFN-�
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que, en algunos pacientes, su administración prolongada puede resultar en un quiebre de la 

tolerancia inmunológica a antígenos propios, dando como resultado la producción de 

anticuerpos anti-IFN o también conocidos como ADAs (Anti-Drug Antibodies). 

En general, tres factores juegan un papel fundamental en la inmunogenicidad de los 

distintos productos basados en IFN-� � �
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genéticas, edad), el tratamiento (dosis, frecuencia, ruta de administración y duración del 

tratamiento), y los atributos de calidad del producto, tales como la formulación, las propiedades 

estructurales (secuencia primaria, glicosilación y pegilación), la degradación física (agregación, 

desnaturalización y mal plegamiento) y la degradación química (oxidación y desamidación). 

La alteración estructural más significativa conocida por aumentar la inmunogenicidad 

del rhIFN-� �
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pueden provocar una respuesta inmune. La agregación puede introducir nuevos epitopes o 

arreglar epitopes nativos en una forma repetitiva, lo que conduce a la ruptura de la tolerancia 

inmune (44). 
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(Schering y Berlex Laboratories), Extavia (Novartis), Avonex (Biogen), Rebif (EMD Serono) y 
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Plegridy (Biogen), tienen diferentes porcentajes de inmunogenicidad en pacientes, siendo los 

productos de IFN-� -1a (Avonex, Rebif y Plegridy) significativamente menos inmunogénicos que 

los productos de IFN-� -1b (Betaseron/Betaferon y Extavia). Estos productos difieren en la 

formulación, dosis, frecuencia y ruta de administración. Estas diferencias y, particularmente, el 

mayor contenido de agregados en IFN-� -1b, explican la mayor inmunogenicidad de este 

producto con respecto a su contrapartida producida en células CHO-K1. La evidencia que 

respalda esta conclusión es que Avonex, con un contenido más bajo de agregados, es menos 

inmunogénico en pacientes que Betaferon, un producto no glicosilado, con baja solubilidad, baja 

actividad biológica y un alto grado de agregación (45). 

Se ha demostrado que el rhIFN-� � � � � � � 	 	 � � �� ��� �� 
 � 
� 	 � �� � 	 
 �� ����� � � �

probabilidades de inducir una respuesta inmune y producción de ADAs. En particular, los 

anticuerpos generados contra rhIFN-� � � �� 	 � �� � � 	 � �� 
 �� � � �
�� � 	 ��� �� �� 
�� �� � ��	 � � � 	 ��� � 	

no neutralizantes. Como se mencionó anteriormente, el rhIFN-� � �
 � � � � �� 	 �� � � �� � �� �� � � � � 	 �

al unirse al complejo receptor IFNAR-1 en la superficie de las células, lo que conduce a la 

activación de las vías de señalización. Los ADAs no neutralizantes se unen al rhIFN-�
� 


��
�

�
�

necesariamente inhiben la unión al complejo receptor y pueden tener efectos en la 

farmacocinética. Mientras que, los anticuerpos neutralizantes sí impiden la unión del rhIFN-� 	

su receptor y pueden ocasionar efectos graves, tales como una reducción de la eficacia del 

fármaco y/o la aceleración de la progresión de la enfermedad. En una primera instancia ocurre 

la producción de anticuerpos no neutralizantes, los cuales pueden detectarse dentro de los 

primeros meses de tratamiento. Sin embargo, su tasa de aparición depende del producto 

utilizado. Por ejemplo, en el caso de la terapia con rhFN-� -1b, la mayoría de los pacientes los 

desarrollan dentro de los 3 meses posteriores al inicio del tratamiento. En contraste, solo el 10% 

de los pacientes tratados con IFN-� -1a desarrollaron anticuerpos en el mismo período. Sin 

embargo, luego, entre los 6 y los 18 meses de haber iniciado el tratamiento, se pueden detectar 

anticuerpos neutralizantes en el 25% de los pacientes (46). Varios estudios han demostrado que 

estos anticuerpos constituyen un factor importante en el fracaso del tratamiento. En general, la 

reducción en la tasa de recaída en individuos que no han desarrollado anticuerpos 

neutralizantes puede llegar al 50%. Por el contrario, los pacientes que desarrollan anticuerpos 

anti-droga tienen mayores tasas de recaída y mayores tasas de progresión de la enfermedad 

(20). En otro estudio realizado por Cohen y colaboradores (47) en una cohorte de 846 pacientes 

con EMRR tratados con rhIFN-�
�
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-

� -1b, el 45% de los tratados con rhIFN-� -1a por administración intramuscular y el 56% de 

pacientes tratados con rhIFN-� -1a por inyección subcutánea desarrollaron anticuerpos contra la 

droga en algún momento del tratamiento, durante 1 a 4 años. Además, se detectaron 
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anticuerpos neutralizantes en el 37%, 12% y 51 % de estos pacientes, respectivamente. En 

algunos casos, estos anticuerpos provocan efectos secundarios graves.  
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El número de proteínas terapéuticas disponibles para uso en ensayos clínicos ha 

aumentado de manera significativa en los últimos años. Esta categoría de bioterapéuticos 

incluye citoquinas humanas recombinantes (por ejemplo, IFN-�  e IFN-� �
�

�	
�

�
�

��
�


 �

crecimiento celular (como el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-

CSF)), hormonas (por ejemplo, glucagón), antagonistas neuromusculares (como la toxina 

botulínica), productos sanguíneos (por ejemplo, factor de coagulación VIII) y anticuerpos 

monoclonales. Aunque las proteínas terapéuticas se consideran generalmente seguras y no 

tóxicas, pueden desarrollarse anticuerpos contra las mismas durante el tratamiento. Estos 

anticuerpos (ADAs) podrían neutralizar, o bien, comprometer el efecto clínico de los 

tratamientos y también pueden estar asociados con eventos adversos graves relacionados con 

la reactividad cruzada con proteínas autólogas (49). 

La generación de ADAs no es particularmente sorprendente en estos casos, ya que 

podría considerarse una reacción similar a la desarrollada por el sistema inmune contra una 

vacuna basada en proteínas. Por lo tanto, los ADAs también pueden desarrollarse contra 

proteínas autólogas recombinantes, como la eritropoyetina (50), el rhIFN-
�

 (51) y el rhIFN-� (20, 

46, 47) entre otros. 
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La mayoría de los efectos adversos de una respuesta inmune contra una proteína 

terapéutica están fundamentalmente mediados por mecanismos humorales, por lo que la 

presencia de anticuerpos circulantes contra la proteína terapéutica ha sido el criterio para 
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definir la existencia de una respuesta inmune hacia este tipo de productos. En este sentido, dado 

que la tolerancia es considerada como el estado normal de la respuesta inmune frente a 

proteínas autólogas, el desarrollo de ADAs hacia una proteína autóloga recombinante se puede 

considerar como un quiebre en la tolerancia inmunológica (49). 

En general, las células T y B cuyos receptores reconocen antígenos propios, son 

eliminadas durante la maduración del sistema inmune en el timo (para las células T) y en la 

médula ósea (para células B). Sin embargo, existe evidencia de la presencia de células T 

autorreactivas en circulación en sangre periférica que han escapado a los mecanismos de 

selección en el timo. De hecho, entre el 25 y el 40% de las células T autorreactivas escapan hacia 

la periferia por poseer baja avidez (52, 53) o por ausencia de expresión o procesamiento de los 

epitopes T en el timo (54). Teniendo en cuenta esto, no resulta sorprendente que en algunos 

pacientes tratados con IFN-� � � 
 � � 
 � � � 	 � �	 �� � 
� � � �	 � � �� �� 	 ��� -droga mediada por células 

T. 

En el contexto de una respuesta mediada por células B, el desarrollo de anticuerpos 

puede ser independiente de linfocitos T (Ti) o dependiente de linfocitos T (Td). La activación de 

células B en una respuesta de tipo Ti tiene lugar cuando ciertos motivos estructurales de algunas 

moléculas, tales como repeticiones poliméricas, inducen la generación de las señales requeridas 

para estimular la activación de un grupo de células B. Este tipo de respuesta generalmente no 

conduce a la maduración de la afinidad de los anticuerpos producidos ni al desarrollo de células 

de memoria. Por el contrario, la activación Td de linfocitos B está relacionada 

fundamentalmente con la secuencia de la proteína y la respuesta humoral generada suele ser 

mucho más robusta, con maduración de la afinidad y cambio de isotipo de los anticuerpos 

producidos y desarrollo de células B de memoria. Por este motivo, el análisis de la activación de 

linfocitos T permitiría predecir la generación de una respuesta humoral contra la proteína 

terapéutica (49, 55). 

 

�
�

�
�

�
� �� ��! � ��� �� �� �� � � 	�� �	� 
 �� "� � �� � ��� �� �� � �	�� �	� � � � � �� � �� � �� ��

	 �	 �  

� �� �
���

��
� �

��
�

��
�

��� ��
	

�
�

� 

�

�
� 	

�
�

�
	
	

�

�

� �
�

�
��

�
	 � �

��
��

�
	



	

�
�

�

�

�
�
�	 �

�
�

�
�

�
�

��
�

�	 ��
�

���
�

�
�

�	
��


�
� �

�	 
	
�

�
�

�
	
�

���	
� �

���� 	 ��
��

� �� � ���
��

�
�

��
�� �� ��

�� 

��

� �
�	

�� �
	



	

�
�

�

�



�

���
� ��

�
	 �

��
��	 �

�
� 	 � �

��
�

��
�

�
�

�
	

� � �� �
���

� �
� �

��
�

�
�

�
��

�
� �	 � ��

�
	

��



��
	 �

�
�	



��

� �� �
	 


�
�	

�
�� �

�
���

� ��
	 � �� �

� � �� �
� �	 � �

�
�

�
�

� �
� � �


�
��	 


��
� 	

�
�	

�
	



��� ���� 	

��
�

� �
�

� 	
��

�
�	 	

�
�
�	 
� � ��

�
� 
	 
 
 �

��
�


�
�

�
	

�
�

�
��

�

 �

�
� ��

� �
� �

��
�

�
�

�
�

�
�


�
�
 ��

	
�

�
� 


	 � ��
��

	��
� �

�	 �
 �
� �

	 ��
��

�
�

	
� �

�
� �

�
�

	 �
�

�
�

�� � �
�

� 
 �
�

�
�


� � 	 � �
�

� �
�

�� � �
���

�
� �

� ��
��

� �
��



                                                                                                                                                                     Introducción                                           

37 
 

� � � �

�

� � ��� 	� � �	 
 � �� � � � � ��� �� � � �� � � � *

�

� � �� ��� 	� � �� �� 	 
� � � �� ��	 � � � � � 
 �� � �� � 	 ���� ���

� � �� � � � � �� � �� �� � �� �� � �� 	� � � �� �� 
 �� � � ��	 
 �� �� � 	 �� 
 �� � � � � 
� � ��	 � ��� �� 	 �� � � � � � 	 �
 � � �

�� � � 
 � � � � � 
 � � � � �� 
�� �� � �	
 � �� � � ��� � �� � � � � � � � � � 	 � � �� � �� � � 	 � � �� � 
� � � �
� � 
� � 	

� �� ��	 � �� � 
 � 
�������� � �� � � � �� �� 
 � � � � � � � � �	 � �  

� 	 � ����� 	 � � � � *

�

�� �
� �� � � � �� � � �� � �	 � �� � � 
 � � 	 �� �� � � 
 � � � � � �� ���	 � 	 � 
 � � �� � �	 �

���	 
�� � � 	 � 	 	 � � � � � � � � � �
� � � 	
	 � �� � 	 	 � � � 	 � �� � 
 � � � �� �� � � �� � � 
 � � � 
	 � � �� � � � ��� 	 � 	 � 	


 � � 
 � � � �� � 
 � 	 � � �� �� 
�� �
 

 

4.2.1 Internalización de las proteínas extracelulares por las CPAs y 

presentación antigénica a los linfocitos T CD4+ 

La respuesta inmune desarrollada contra una proteína terapéutica comienza con el 

reconocimiento de la molécula y su posterior internalización por parte de las células 

presentadoras de antígeno profesionales. Estas CPAs son poblaciones celulares especializadas, 

principalmente células dendríticas, linfocitos B y macrófagos, que tienen la capacidad de 

capturar antígenos, procesarlos y presentarlos en su superficie a los linfocitos T y proveer 

señales que estimulen la proliferación y diferenciación de los mismos (13). 

La CPA más efectiva es la célula dendrítica, dado que presenta la mayor capacidad de 

estimulación y activación de linfocitos T CD4+ vírgenes. Se estima que una célula dendrítica 

puede activar entre 100 y 3000 linfocitos T (56). Las células dendríticas comprenden una 

población celular heterogénea derivada de diferentes linajes hematopoyéticos y se caracterizan 

por poseer patrones específicos de localización con funciones inmunológicas especializadas, 

tanto en el desarrollo de la respuesta inmune como así también en la inducción de tolerancia 

(57). La abundancia de células dendríticas en circulación es relativamente baja, sin embargo, se 

encuentran ubicuamente distribuidas en los diferentes tejidos del organismo, funcionando 

como sensores muy eficientes del material extraño y potencialmente peligroso (58).  

De acuerdo a sus características fenotípicas y funcionales, las células dendríticas pueden 

dividirse en dos grandes grupos: convencionales (CDc) y plasmocitoides (CDp). Ambas 

poblaciones celulares se diferencian en sus marcadores de superficie a nivel fenotípico, y 

funcionalmente, presentan notables diferencias: mientras que, la función central de las CDp 

consiste en mediar una poderosa respuesta antiviral a través de la secreción de grandes 

cantidades de IFNs de tipo I en la fase aguda de la infección, las CDc tienen como función 

principal activar a los linfocitos T vírgenes y orientar el curso de la inmunidad adaptativa. Luego 

del reconocimiento antigénico y complejas señales extracelulares que permiten su activación, 
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las CDc que se encuentran presentes en los diversos tejidos (piel, mucosas, parénquima de los 

órganos, en otros) migran hacia los órganos linfáticos, donde llevarán a cabo la presentación del 

antígeno capturado a los linfocitos T vírgenes (13). 

Cuando una proteína terapéutica ingresa al organismo, las CDc que residen en el tejido 

donde se deposita el producto, internalizan la proteína, la procesan y presentan los péptidos 

derivados a los linfocitos T CD4+. Por este motivo, en el presente trabajo el término célula 

dendrítica se empleará exclusivamente para hacer referencia a la subpoblación de CDc. Una 

característica importante entre las propiedades funcionales de esta población es su maduración, 

un proceso de diferenciación a través del cual las células especializadas en la captura de 

antígenos se transforman en células especializadas en la estimulación de linfocitos T (59). 

Cuando son aún inmaduras, las células dendríticas se caracterizan por poseer gran 

capacidad endocítica y de procesamiento antigénico y bajo potencial de activación de linfocitos 

T. En este estadio estas células no expresan cantidades significativas de moléculas 

coestimuladoras como CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) y CD54 (ICAM-1), entre otras moléculas 

esenciales para la estimulación de células T (56). La función principal de las células dendríticas 

inmaduras consiste en monitorear constantemente el medio que las rodea en busca de 
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� miento de diferentes patrones moleculares por medio de diversos 

tipos de receptores. Estos receptores incluyen miembros de la familia de las lectinas de tipo C 

(DEC-205, DCIR, Dectin-2 y CLEC-1), miembros de la familia de las inmunoglobulinas (DORA e 

ILT3), receptores de proteínas de choque térmico, receptores de tipo toll (TLR) como TLR-3 y 

TLR-*
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entre otros. Al entrar en contacto con el antígeno, internalizarlo y procesarlo, la célula dendrítica 

comienza su proceso de maduración, guiado además por citoquinas del medio extracelular 

(como TNF-
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�� (13). 

Durante su maduración, las células dendríticas experimentan un conjunto de cambios 

que les permitirán, en última instancia, activar a los linfocitos T vírgenes. Comienzan a disminuir 

notablemente su capacidad de endocitosis y procesamiento antigénico, lo que limita el 

repertorio de antígenos presentados por estas células a aquellos capturados en el foco 

infeccioso. Al mismo tiempo se incrementa la expresión de la molécula CCR7, receptor de las 

quimiocinas CCL19 y CCL21, las cuales son producidas constitutivamente en los ganglios 

linfáticos y que se encuentran también en los vasos linfáticos. De esta manera, la expresión de 

CCR7 permite la migración de las células dendríticas maduras, a través de los vasos linfáticos 

aferentes, hacia los órganos linfáticos drenantes del sitio de infección. La maduración de las 

células dendríticas se asocia también con una disminución de la expresión de moléculas tales 
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como la E-cadherina (molécula encargada de establecer uniones entre las células dendríticas y 

las células epiteliales de los diferentes tejidos) favoreciendo la migración hacia los ganglios 

linfáticos. Además, se incrementa notablemente la expresión de las moléculas asociadas con el 

proceso de presentación antigénica: moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de 

clase I (CMH-I) y clase II (CMH-II) y moléculas coestimuladoras (CD80, CD86, CD54). Por último, 

durante el proceso de maduración se estimula también la producción de un conjunto de 

citoquinas, cuyo patrón particular dependerá del tipo de respuesta inmune que se esté 

desarrollando (12, 13).  

El proceso de presentación de antígenos extracelulares (esto incluye a las proteínas 

terapéuticas) a los linfocitos T CD4+ vírgenes se inicia con la captura del antígeno por parte de 

las células dendríticas inmaduras. En la Figura 5 se muestra un esquema del mecanismo de 

presentación antigénica que se describe a continuación. 

 

 

Fig. 5. Presentación antigénica a través de las moléculas del CMH-II. Los pasos involucrados en el 
procesamiento de antígenos extracelulares se describen en el texto. CLIP: péptido de la cadena invariante 
asociada a moléculas del CMH-II; RE: retículo endoplasmático; Ii: cadena invariante. Adaptado de Abbas 
y col. (13). 
 

 

Inicialmente, la proteína es internalizada en vesículas endocíticas que se fusionan luego 

con los lisosomas, los cuales contienen proteasas capaces de degradar la molécula en pequeños 

fragmentos peptídicos. Al mismo tiempo, las moléculas del CMH-II son sintetizadas en el retículo 

endoplasmático (RE) asociadas a una cadena, la cadena invariante (Ii). Esta Ii ocupa una 
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la que se producirá luego la unión peptídica. Esta Ii promueve el plegado y ensamblado de las 

moléculas del CMH-II y direcciona el transporte de las mismas en vesículas exocíticas hacia los 

endosomas, que contienen los antígenos internalizados y procesados. Una vez que se 

encuentran en el interior de estas vesículas endosomales, la Ii se disocia de la molécula del CMH-

II, por medio de la acción de enzimas proteolíticas que dejan un péptido de 24 aminoácidos de 

longitud, llamado CLIP (del inglés Class II-associated Invariant Chain Peptide), ocupando el surco 

de unión al antígeno de las moléculas del CMH-II. Posteriormente, el péptido CLIP es removido 

por medio de la acción de una molécula llamada HLA-DM, la cual presenta una estructura similar 

a las moléculas del CMH-II y que co-localiza con éstas en el compartimiento endosómico. Esta 

molécula actúa como un intercambiador peptídico, facilitando la remoción del péptido CLIP de 

la hendidura de las CMH-II y la posterior unión de los péptidos antigénicos circundantes. De esta 

manera, se generan diversos complejos péptido-CMH-II, los cuales serán luego transportados a 

la superficie celular para ser presentados a las células T CD4+ (13). 

 

4.2.2 Activación de los linfocitos T CD4+ 

Los linfocitos T CD4+ intervienen en una variedad de eventos en el sistema inmune 

adaptativo tanto celular como humoral: colaboran en las respuestas de los linfocitos T CD8+ 

vírgenes (naïve) y de los linfocitos B, generan respuestas secundarias y contribuyen a la 

inducción y sostenibilidad de la memoria inmunitaria (60). 

El proceso de activación y diferenciación de los linfocitos T CD4+ vírgenes consta de tres 

señales imprescindibles: el reconocimiento del antígeno, las señales de coestimulación y la 

secreción de citoquinas por parte de las CPAs que polarizarán la diferenciación del linfocito hacia 

un perfil determinado. La señal inicial de activación de los linfocitos T CD4+ vírgenes está dada 

por la interacción con las CPAs, mediante la cual los linfocitos T CD4+ son capaces de reconocer 

específicamente los péptidos derivados del procesamiento antigénico, expuestos en la 

superficie de las CPAs en el contexto de las moléculas del CMH-II, a través del TCR. El TCR está 

formado por dos cadenas distintas, que conforman un heterodímero anclado a la membrana 

celular. Por su estructura, estas cadenas pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, 

y al igual que éstas, presentan un dominio de elevada variabilidad en la zona aminoterminal y 

un dominio constante en la región carboxiterminal. Esta gran variabilidad del TCR, concentrada 

básicamente en la región que permite el reconocimiento antigénico, da lugar a la existencia de 

un amplio repertorio de receptores, integrado por millones de especificidades diferentes. Cada 

linfocito expresa un único tipo de TCR, con especificidad singular, constituyendo así una gran 

población celular compuesta por centenares de millones de clones diferentes (12). 
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El reconocimiento de un determinado complejo péptido-molécula del CMH-II por parte 

un linfocito T CD4+ virgen pone en marcha una serie de vías transduccionales que provocan un 

incremento en la afinidad de una integrina expresada en la superficie de la célula T, la molécula 

LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen 1), hacia las moléculas ICAM-1 e ICAM-2 (ICAM, 

Intercellular Adhesion Molecule), presentes en la superficie de la célula dendrítica madura. Esta 

interacción estabiliza la unión entre ambas células, a fin de que el linfocito T pueda reconocer 

adecuadamente el péptido antigénico presentado. Además, la molécula correceptora CD4, 

presente en la superficie de la célula T, facilita este reconocimiento al interactuar con ciertos 

residuos conservados de la molécula del CMH-II, lo que estabiliza la interacción del TCR con el 

complejo CMH-II-péptido (Figura 6) (12). 

 

 

Fig. 6. El reconocimiento antigénico estabiliza la unión entre la CD y el linfocito T CD4+. El reconocimiento 
del péptido antigénico, presentado por moléculas del CMH-II a través del TCR induce un cambio 
conformacional en integrina LFA-1 expresada en la célula T que produce un incremento en su afinidad por 
las moléculas ICAM-1 e ICAM-2 expresadas por la CD, estabilizando la unión entre ambas células. La 
interacción de CD4 con la molécula del CMH-II facilita el reconocimiento antigénico al estabilizar la unión 
del TCR con el complejo péptido-molécula del CMH. Adaptado de Fainboim y Geffner (12). 

 

La interacción del TCR del linfocito T CD4+ virgen con un epitope antigénico constituye 

la primera señal necesaria para la activación del linfocito. Para completar dicho proceso es 

requerida una segunda señal, la cual es inducida por la interacción establecida entre las 

moléculas CD80 y CD86, expresadas por las células dendríticas maduras, y la molécula CD28, 
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expresada en forma constitutiva por las células T vírgenes. El entrecruzamiento de CD28, 

inducido por la interacción con CD80 y CD86, provee la señal 2 de activación del linfocito T, 

permitiéndole expresar un receptor de IL-2 de alta afinidad y comenzar la producción de la 

propia IL-2, que actuará estimulando la expansión clonal T de manera autócrina y parácrina. 

Aquellos linfocitos T vírgenes que no perciban esta última señal sufrirán un proceso de anergia 

irreversible, que conducirá a su muerte. Es decir que solo si la célula dendrítica expresa 

suficiente cantidad de moléculas coestimuladoras, el reconocimiento antigénico se traducirá en 

activación y expansión clonal del linfocito T, capaz de interactuar con los linfocitos B y mediar su 

activación y consecuente producción de anticuerpos (49, 60). En la Figura 7 se ilustra la 

interacción entre una célula T CD4+ virgen y una célula dendrítica madura. 

 

 

Fig. 7. La activación y diferenciación del linfocito T requiere tres señales: La primera señal (1) es inducida 
por el reconocimiento del péptido antigénico por parte del TCR. La segunda señal (coestimulación) (2) es 
inducida por la interacción entre CD80/CD86 expresada en la CD y CD28 presente en el linfocito T. 
Finalmente, la tercera señal (3) está dada por el conjunto de citoquinas secretadas por la célula dendrítica 
activada que polarizan la diferenciación del linfocito T hacia un perfil determinado. Adaptada de Fainboim 
y Geffner (12). 

 

Los linfocitos T CD4+ activados pueden diferenciarse en muy diversos perfiles de 

respuesta, especializándose en la producción de un conjunto de citoquinas particulares según el 

perfil que hayan adoptado. Estas citoquinas guiarán la progresión de la respuesta inmune en 

diferentes sentidos, según el tipo de respuesta que se esté desarrollando. 

 

4.2.3 Activación T-dependiente de linfocitos B 

Durante su desarrollo en la médula ósea, los linfocitos B adquieren el receptor 

antigénico denominado BCR (B-cell receptor), el cual está constituido por una inmunoglobulina 
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segunda señal, la cual está dada, en primer lugar, por la interacción del TCR de la célula T CD4+ 

activada, con los complejos péptido-molécula del CMH-II presentes en la superficie del linfocito 

B. Esta unión estimula la expresión de la molécula CD40 en la superficie de la célula B y la 

secreción de diversas citoquinas por parte de la célula T. Adicionalmente, se requiere un 

segundo punto de contacto entre los linfocitos B y los linfocitos T, que ocurre a través de la 

molécula CD40 y su ligando, CD154 (CD40L), presente en la superficie de los linfocitos T. 

De esta manera, cuando ambas interacciones han tenido lugar, se completa la segunda 

señal de activación de las células B, que dará lugar a la producción de anticuerpos. Sin la 

participación de los linfocitos T, que proveen la segunda señal, los linfocitos B sufren una muerte 

celular programada o apoptosis. 

En la Figura 8 se muestra un resumen del proceso de activación de linfocitos B 

dependiente de linfocitos T. 
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El análisis de la inmunogenicidad de las proteínas de uso terapéutico humano ocupa un 

lugar preponderante en el proceso productivo de las mismas, debido al impacto directo de esta 

característica sobre la eficacia y seguridad de la terapia. Los anticuerpos anti-droga pueden 

neutralizar la función terapéutica, influir en la farmacocinética y, en algunos casos, provocar 

efectos adversos severos. Por este motivo, las agencias regulatorias de los EE.UU., FDA, y de 

Europa, EMA, han desarrollado minuciosas guías en las que se describen los principales aspectos 

a tener en cuenta al momento de informar la inmunogenicidad potencial del producto. En 

efecto, actualmente estos ensayos constituyen uno de los requisitos necesarios para realizar el 

registro inicial de nuevos candidatos terapéuticos (61, 62).  

Como se mencionó anteriormente, una de las principales causas de la generación de 

ADAs es el reconocimiento de regiones antigénicas presentes en la proteína terapéutica. 

Algunos antígenos pueden activar las células B sin la ayuda de las células T. Sin embargo, las 

respuestas de anticuerpos robustas y sostenidas contra la mayoría de los antígenos dependen 

de que las células T y B reconozcan el antígeno en forma conjunta. Por este motivo, el análisis 

de la activación y proliferación de las células T en presencia de la proteína terapéutica se ha 

utilizado para el desarrollo de ensayos que permitan predecir la inmunogenicidad de la misma 

(63). 

La evaluación de la inmunogenicidad de un bioterapéutico es una tarea compleja que 

involucra el empleo de diversas estrategias complementarias como son: predicción de la 
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inmunogenicidad in silico empleando herramientas bioinformáticas; modelos in vivo para 

ensayos preclínicos (estudios en ratones transgénicos) y clínicos; y, plataformas experimentales 

in vitro. Para el caso de los modelos in vivo, éstos pueden presentar dificultad para la predicción 

de la incidencia de la inmunogenicidad debido a las diferencias entre el sistema inmune humano 

y el del animal de experimentación; este problema puede resolverse, por ejemplo, mediante el 

empleo de ratones transgénicos cuyo sistema de presentación antigénica endógeno (H2 de Clase 

I y II) se ha eliminado y ha sido reemplazado por los alelos que codifican para proteínas del CMH 

humano. Por otro lado, los modelos in vitro son útiles para predecir si la proteína interactuará 

con las moléculas del CMH; sin embargo, estos sistemas no exponen la proteína a todos los 

factores que pueden influir en la inmunogenicidad en pacientes. En cuanto a los modelos in 

silico, éstos pueden ser útiles para predecir epitopes potencialmente inmunogénicos, pero 

siempre requieren de una validación basada en pruebas in vitro e in vivo (64). 

Por este motivo, el análisis de la inmunogenicidad de proteínas terapéuticas contempla 

una variedad de estudios in silico, in vitro e in vivo. La aplicación conjunta de los mismos ha 

demostrado una gran utilidad en numerosos casos. 
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A partir de los avances en el campo de la bioinformática, en la actualidad existen 

métodos que, a través del uso de estrategias de modelado molecular y algoritmos matemáticos, 

permiten predecir la inmunogenicidad potencial de una proteína. Estos métodos usualmente 

realizan un análisis de la secuencia aminoacídica de las proteínas terapéuticas y evalúan 

posteriormente, la probabilidad de unión de péptidos derivados de la misma con distintas 

moléculas de CMH-II, conocidas en humanos como HLA (del inglés Human Leukocyte Antigen). 

La afinidad de unión de los péptidos derivados de las proteínas terapéuticas a las diferentes 

moléculas HLA es una característica particularmente importante en el contexto de la respuesta 

inmune frente a estos productos. Por este motivo, numerosos algoritmos han sido desarrollados 

en base a la identificación de aquellos péptidos con elevada probabilidad de unión a las 

moléculas HLA más predominantes en la población mundial (65, 66). En adición, permiten 

identificar los aminoácidos con mayor contribución a la antigenicidad del péptido y las 

mutaciones que generen una reducción de la misma. De esta manera permiten llevar a cabo el 

desarrollo de proteínas que presenten una inmunogenicidad reducida. 
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Las moléculas del CMH-II pueden acomodar secuencias de entre diez y treinta 

aminoácidos en la hendidura del sitio de unión al péptido, con una longitud óptima de doce a 

dieciséis aminoácidos. La longitud del motivo de unión depende de las propiedades de los 

aminoácidos que la componen (tamaño, polaridad, carga y posición) y tienen una elevada 

influencia sobre la probabilidad de unión del péptido a una molécula HLA específica. Además, 

debido a la forma relativamente abierta que presenta el bolsillo de unión de las moléculas CMH-

II, se ha encontrado que las propiedades de las cadenas laterales de ciertos aminoácidos, 
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II, también ejercen un rol en la precisión de la predicción. Es por esto que usualmente el estudio 
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como a los residuos que flanquean el sitio de unión, posicionados por fuera del mismo (67, 68). 

Los métodos de predicción in silico disponibles permiten modelar las interacciones entre 

los péptidos y las moléculas del CMH-
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péptido evaluado según la probabilidad que posee dicha secuencia peptídica de interaccionar 

con una molécula HLA específica (antigenicidad). Además, existen numerosos algoritmos que 

evalúan el contenido total de epitopes con la capacidad potencial de desencadenar una 

respuesta inmune T dependiente y posibilitan la predicción de la inmunogenicidad global de una 
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inmunogenicidad potencial de distintas variantes de una proteína. La diferencia principal entre 

los diversos tipos de algoritmos radica en su capacidad para predecir la inmunogenicidad global 

y los epitopes dentro de la proteína. En este sentido, si bien la información disponible en las 

bases de datos de epitopes sirve para predecir y analizar posibles sitios antigénicos y para 

evaluar el efecto de las mutaciones sobre la inmunogenicidad de los mismos, también es 

necesaria la validación experimental que confirme los resultados obtenidos a partir de estos 

algoritmos (69). 

Dentro de los diversos algoritmos de uso libre para el mapeo de epitopes peptídicos, se 

encuentran: MHCPred, IEDB-MHCII, Rankpep, MHC2PRED, EpiTOP, SYFPEITHI, TEPITOPE, 

ProPred, NetMHCII, y KernelRLSPan, entre otros. Además, existen una serie de algoritmos de 

predicción de epitopes desarrollados por compañías privadas, como es el caso del conjunto de 

herramientas ISPRI (del inglés Interactive Screening and Protein Reingeneering Interface) 

desarrollado por la empresa EpiVax Inc. El mismo permite establecer predicciones de epitopes 

T para moléculas del CMH-II con una precisión de un 5 a un 15% mayor que el resto de los 

algoritmos (65) y es el que se ha empleado en el presente estudio. 
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Las herramientas de predicción in silico de la inmunogenicidad de las proteínas 

terapéuticas brindan información muy útil sobre su potencial inmunogénico y permiten predecir 

el efecto que tendrán cambios puntuales sobre el mismo. Sin embargo, estas herramientas 

suelen sobreestimar la inmunogenicidad de las proteínas terapéuticas. Esto se debe a que estas 

herramientas de predicción no contemplan la influencia del procesamiento antigénico y del 

reconocimiento de los complejos péptido-molécula del CMH-II por el TCR en el desarrollo de la 

respuesta inmune (65). Es por esto que, debido a su rápida y simple ejecución, son empleadas 

frecuentemente como una primera etapa del estudio. Luego de esto, se requerirán un conjunto 

de ensayos experimentales que permitan la confirmación de tales predicciones, para poder 

establecer un ordenamiento de los péptidos inmunogénicos de acuerdo a su capacidad de 

inducción de una respuesta inmune mediada por células T.  

 

5.2.1 Validación mediante ensayos in vitro 

Entre los ensayos de validación experimental in vitro más empleados se destacan los 

ensayos que evalúan la interacción de los péptidos sintéticos, que conforman la secuencia 

primaria de la proteína terapéutica, con los distintos alelos de las moléculas del HLA de clase II. 

Un set de alelos del HLA frecuentemente analizados son los alelos prototípicos DRB1*0101, 

DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1*1301 y DRB1*1501, que 

representan más del 90% de la diversidad alélica de la población mundial (70). 

Conjuntamente, a partir de los avances significativos en la tecnología de espectrometría 

de masas, se han identificado los péptidos efectivamente procesados y presentados en la 

superficie de las CPAs por medio de la aplicación de la tecnología MAPPs (del inglés, MHC-

associated peptide proteomics). Los resultados de estos ensayos confirman el rol fundamental 

del procesamiento natural de los antígenos en la identificación de los epitopes potenciales para 

células T, evidenciado por un menor número de péptidos en los bolsillos de unión de las 

moléculas del HLA que los predichos por los análisis in silico e incluso por los ensayos de unión 

(71). 

 

5.2.2 Validación mediante ensayos ex vivo 

Los ensayos ex vivo, es decir, empleando células provenientes de sangre periférica 

humana, se han desarrollado para evaluar la asociación directa entre la presencia de epitopes 
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para células T en una secuencia proteica y el título y longevidad de ADAs desarrollados. Estos 

estudios permiten evaluar la internalización de la proteína terapéutica, su procesamiento y 

presentación de los epitopes peptídicos capaces de inducir proliferación celular, cambios 

fenotípicos y liberación de citoquinas por parte de las células T. 

En el año 2010, Wullner y colaboradores (72) propusieron una estrategia que consiste 

en la incubación directa de CMSP humana con la proteína de interés o con una mezcla de 

péptidos derivados de la misma. De esta manera, las CPAs presentes en la muestra endocitan, 

procesan y presentan los péptidos generados. Luego, los complejos péptido-molécula del CMH-

II pueden ser reconocidos por las células T presentes entre las CMSP, dando lugar a su activación 

y proliferación. Finalmente, se determina la respuesta inducida por la proteína terapéutica a 

través de la cuantificación de citoquinas características de los perfiles T efectores tales como 

IFN-�  e IL-4, que caracterizan los perfiles Th1 y Th2, respectivamente. 

Una metodología alternativa que permite analizar la respuesta inmune frente a 

proteínas terapéuticas fue descripta por Jaber y Baker (73), en la cual también se emplean CMSP 

humana, pero realizando una etapa previa de separación de los monocitos y de las células T 

presentes en la muestra. Brevemente, el método consiste en aislar los monocitos presentes en 

la muestra de CMSP de cada donante, diferenciarlos a células dendríticas e incubarlas luego con 

la proteína a evaluar. De esta manera, se obtienen CDs maduras que presentarán los péptidos 

antigénicos y serán co-cultivadas posteriormente con los linfocitos T CD4+ autólogos (del mismo 

donante). Si en la muestra existen células T capaces de reconocer específicamente los complejos 

péptido-molécula del CMH-II presentados por las células dendríticas, tendrá lugar una 

proliferación linfocitaria y su posterior diferenciación en un perfil efector determinado. 

El análisis de la respuesta producida por las células T cultivadas ex vivo puede hacerse a 

través de diferentes ensayos. Los más sencillos consisten en la determinación de la proliferación 

celular, midiendo la incorporación de timidina marcada, o en la cuantificación de las citoquinas 

secretadas por parte de las células T antígeno-específicas por medio de técnicas de ELISA o del 

número de células T activadas, por medio de ensayos de ELISpot. En la actualidad, la citometría 

de flujo de alta dimensionalidad (74), junto con los ensayos de Marcadores Inducidos por 

Activación (MIA) (75) han demostrado ser un medio accesible y rápido para la detección de 

células T específicas de antígenos. En conjunto, estas metodologías brindan información de la 

inmunogenicidad potencial de una proteína terapéutica. Sin embargo, presentan ciertas 

limitaciones, propias de las plataformas in vitro. Por este motivo, numerosos estudios in vivo 

han sido desarrollados en modelos animales, algunos de los cuales se describen a continuación. 

 



                                                                                                                                                                     Introducción                                           

49 
 

� � � � � �	�	� � � � � � 	  

En un principio, para evaluar la seguridad y toxicidad de distintos tipos de fármacos, se 

empleaban ensayos in vivo que se realizaban en modelos animales tradicionales, tales como 

ratas, ratones o primates no humanos. No obstante, estos modelos presentan una correlación 

limitada al momento de determinar el potencial inmunogénico de las proteínas terapéuticas en 

humanos, debido a que el mecanismo inmunológico que se desencadena al administrar el 

terapéutico corresponde a la clásica respuesta hacia un antígeno extraño, y no al de ruptura de 

tolerancia. Esto se debe a que la mayoría de estas proteínas son reconocidas como agentes 

extraños cuando son administradas a otras especies de mamíferos. Como consecuencia de esto, 

resulta difícil establecer un modelo animal que imite en forma precisa el escenario inmunológico 

que se generará cuando el terapéutico sea administrado en humanos. Para superar estas 

limitaciones, se han desarrollado diferentes tipos de modelos de ratones transgénicos 

disponibles para las pruebas preclínicas de inmunogenicidad. 

En primer lugar, se han desarrollado modelos de ratones transgénicos que expresan la 

proteína humana de interés y que son, por lo tanto, tolerantes a la misma (76-80). Esto permite 

que los mecanismos que desencadenan la formación de ADAs sean similares a los que ocurren 

en humanos y brinda un modelo útil para realizar predicciones de nuevos epitopes en proteínas 

modificadas o para llevar adelante estudios de inmunogenicidad comparativa entre diferentes 

productos o de ruptura de tolerancia (81). Sin embargo, a pesar de que estos animales 

transgénicos constituyen una mayor aproximación in vivo que los ratones salvajes o wild type, 

presentan una limitación en cuanto a su capacidad de imitar la presentación antigénica humana, 

debido a la falta de homología entre las moléculas del CMH-II de ambas especies. 

Para resolver este inconveniente, se han desarrollado ratones transgénicos a los que 

se les ha eliminado el sistema de presentación antigénica murino y en su lugar expresan diversos 

alelos del HLA. Las moléculas del HLA de clase II están codificadas por genes localizados en el 

brazo corto del cromosoma 6 y se expresan como heterodímeros en la superficie celular, 
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oléculas del CMH-II son codificadas por 

tres grupos de genes altamente polimórficos: HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR; y su expresión ocurre 

de manera codominante en la superficie celular. Se ha demostrado que las moléculas del HLA-

DR tienen una mayor participación en la presentación antigénica a células T (82) Además, la 

susceptibilidad hacia numerosas enfermedades de etiología autoinmune está asociada con los 

alelos HLA-DQ y HLA-DR. Por ejemplo, se ha visto que la artritis reumatoidea y la EM se 

encuentran fuertemente asociada con los alelos del locus DRB1, mientras que la diabetes 
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muestra una asociación mayor con los alelos DQB1 (83, 84). Este hecho no resulta sorprendente 

teniendo en cuenta el elevado grado de polimorfismo genético de las moléculas del HLA, las 

cuales cumplen un rol esencial en la selección del repertorio de células T en el timo y en la 

presentación antigénica en la periferia (83). Por este motivo, para el estudio de la 

inmunogenicidad de las proteínas terapéuticas, se han desarrollado diferentes cepas de ratones 

transgénicos que expresan algunos de los alelos más frecuentes del HLA-DR: HLA-DR1 

(DRB1*0101), HLA-DR3 (DRB1*0301) y HLA-DR4 (DRB1*0401), entre otras. En efecto, se ha 

demostrado que los péptidos presentados por las moléculas del HLA de clase II en estos ratones 

son similares a aquellos identificados en pacientes que expresan dichos alelos (85). 
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Objetivos 
 

Objetivo General 

 El objetivo general del presente plan consiste en el análisis de la inmunogenicidad de 

proteínas terapéuticas recombinantes producidas en nuestro laboratorio y en la producción de 

nuevas variantes con inmunogenicidad reducida, sin producir un impacto negativo en su 

estructura y función biológica. 

 

Objetivos Específicos: 

1- Evaluar la inmunogenicidad del IFN-� -1a mediante ensayos de estimulación de células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con esclerosis múltiple tratados o no 

con IFN-� -1a, y la activación específica de linfocitos T, por medio de citometría de flujo. 

2- Realizar un análisis in silico que permita identificar las regiones potencialmente 

inmunogénicas de la proteína y los cambios puntuales que conducirían a una reducción de la 

inmunogenicidad de estas regiones, sin producir un impacto negativo en la estructura y función 

de la proteína. 

3- Validar las predicciones realizadas mediante técnicas experimentales, de manera tal de 

identificar las modificaciones que efectivamente producen reducción de la inmunogenicidad, y 

diseñar posibles variantes que las contengan, en distintas combinaciones (variantes de-

inmunizadas). 

4- Producir las variantes de-inmunizadas en células animales, purificarlas y evaluar la actividad 

biológica y la inmunogenicidad mediante ensayos in vitro e in vivo. 
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Para el estudio de la inmunogenicidad de las variantes de-inmunizadas de IFN-� -1a se 

utilizó el conjunto de herramientas provisto por la compañía EpiVax Inc. (Providence, Rhode 

Island, Estados Unidos), institución líder y pionera en el análisis de la inmunogenicidad de 

proteínas con fines terapéuticos. Estas herramientas permiten modelar de forma precisa la 

interacción CMH-epitope y predecir la inmunogenicidad de las secuencias peptídicas. 

La primera etapa del proceso de de-inmunización consistió en el análisis de la 

inmunogenicidad global de la citoquina, por medio de una metodología previamente descripta 

(86). Para esto, la secuencia de IFN-� -1a fue analizada en base a péptidos consecutivos de 9 

aminoácidos de longitud y solapados en 8 residuos. El potencial inmunogénico de cada péptido 

fue evaluado frente a un panel de ocho alelos arquetípicos del HLA Clase II (DRB1*0101, 

DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1*1301 y DRB1*1501) que 

representan el 90% de la diversidad de moléculas del CMH-II en la población humana mundial 

(70). 
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cuyo valor Z es superior a 1,64 en la escala Z de EpiMatrix (aproximadamente el 5% del set de 

péptidos) presentan una probabilidad significativa de unión a la molécula del CMH-II y se 

designan como hits. 
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del total) presentan muy alta probabilidad de unión. La mayoría de los epitopes T publicados se 

encuentran dentro de esta categoría. De esta manera, EpiMatrix asigna un score de 

inmunogenicidad global a IFN-� -1a, ubicándola en una escala normalizada que permite 

establecer comparaciones con otras proteínas inmunogénicas. 

Posteriormente, por medio de la herramienta ClustiMer, se agruparon los péptidos con 

mayor potencial inmunogénico en regiones (o clústers), de entre 15 y 25 aminoácidos (87). 

Finalmente, el análisis de la contribución individual de cada aminoácido a la 

inmunogenicidad total de cada péptido fue llevado a cabo por medio de la herramienta 

OptiMatrix. Esta herramienta realiza una búsqueda de aquellos residuos críticos en la unión a 

los distintos alelos HLA. Luego, reemplaza en forma iterativa cada aminoácido por los 19 

restantes y en cada caso realiza una evaluación de la inmunogenicidad potencial resultante. El 
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tal de realizar cambios conservativos o naturales en la molécula.  

Por otra parte, los residuos esenciales desde el punto de vista de la estructura/función 

de IFN-�  fueron previamente identificados mediante una minuciosa búsqueda bibliográfica (88). 

Además, se evitó mutar aquellos residuos que naturalmente se hallaban fuertemente 

conservados (funcional/estructuralmente importantes), para lo cual se realizó un alineamiento 

múltiple de secuencias homólogas al IFN-� -1a, seleccionadas de la base de datos no redundante 

(nr) del NCBI empleando el algoritmo de MAFTT (89). Posteriormente se analizó la estabilidad 

de cada variante a partir del cálculo de la 
�� ���� � �	 
 � ���� � � 	 � ���� 
 � � ��� � � �� � � , la cual se 

determinó empleando el software dg_monomer4 implementado en el paquete Bioinformático 

Rosetta5 (90-92). Este programa estima la diferencia de pseudo-energías definidas por Rosetta 

entre la estructura de tipo salvaje y la estructura mutante puntual. Más precisamente, se 

generaron 50 modelos de cada una de las estructuras mutantes y de tipo salvaje, y el � � �  más 

preciso se determinó como la diferencia entre la media de las 3 estructuras de tipo salvaje con 

la puntuación más alta y las tres mutantes con la mayor puntuación. Rosetta sigue la convención 

de que los valores negativos de �� �  indican una mayor estabilidad, es decir, �� �  = energía 

mutante - energía de tipo salvaje. El alineamiento múltiple de secuencias homólogas al IFN-� -1a 

así como el análisis de la estabilidad de cada variante en función de sus diferencias de energía 

libre de Gibbs se llevó a cabo en colaboración con el Dr. Alberto Sergio Garay, en el Laboratorio 

de Modelado Molecular, perteneciente a la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas 
�
 UNL.  

Una vez establecidas las modificaciones a realizar sobre cada clúster, éstas fueron 

introducidas de manera secuencial, generándose así las secuencias de las variantes de-

inmunizadas correspondientes. 
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Excepto en los casos en los que se aclara expresamente, todas las soluciones acuosas 
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�  QUF (Millipore, EE. UU.). Todos los reactivos 

empleados fueron de grado de pureza analítica. 
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HEK 293T/17 (Human Embryonic Kidney) (93): obtenida de la American Type Culture 

Collection® (ATCC) (CRL-11268, EEUU.). Es un clon de la línea celular HEK derivada de riñón de 

embrión humano que expresa constitutivamente el antígeno T grande del virus de simio 40 

(SV40); el clon 17 fue seleccionado específicamente por su alta facilidad de ser transfectado. Se 

utilizó para el ensamblado de partículas lentivirales necesarias para el proceso de transducción 

(sección 6.5.1). 

CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary) (94): obtenida de la ATCC (CCL-61, EE. UU.). Es un clon 

de la línea celular CHO derivada de ovario de hámster chino adulto que se empleó como huésped 

para la expresión de las diferentes variantes de-inmunizadas de IFN-� � � � � � � � � 6.5.2). 

WISH (95): obtenida de la ATCC (CCL-25� , EE. UU). Es una línea celular epitelial 

adherente, derivada de tejido amniótico humana, susceptible a la infección con el virus de la 

estomatitis vesicular (VSV). La misma fue utilizada para la evaluación biológica de las diferentes 

variantes de-inmunizadas de IFN-� �
�

�
� �

�� � 9.1.1). 
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La esterilización de los medios de cultivo se realizó por filtración, empleando filtros 
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se incubaron durante 48 h, una de ellas a temperatura ambiente y la otra a 37 °C, como control 

de la esterilidad. El medio de cultivo se conservó siempre a 4 °C. 

El suero fetal bovino (SFB) (PAA, EEUU) fue previamente descomplementado por 

incubación en baño de agua termostatizado a 56 °C durante 30 min. 

Medio DMEM/F-12 (Dulbecco´s Modified Eagle Medium / Nutrient Mixture F-12 (Ham); 

Gibco, EE. UU.): Consistió en una mezcla 1:1 (V/V) de los medios DMEM (Gibco, EE. UU.) y Ham´s 

F-12 (Gibco, EE. UU.) suplementados con NaHCO3 (Gibco, EE. UU.) 2,441 g/l, sulfato de 

gentamicina (Calbiochem, EE. UU.) 0,05 mg/g y glutamina (Gibco, EE. UU.) 1,1 g/l. 

Las concentraciones de SFB empleadas para suplementar el medio fueron de 5% o 0,5% 

V/V, en función de la etapa de la experiencia en la que se haya utilizado. 

Este medio se empleó para el cultivo de las líneas celulares recombinantes CHO-K1, 

productoras de las diferentes variantes de IFN-�
�  
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Medio DMEM para HEK (Invitrogen, EE. UU.): se empleó para el cultivo de la línea celular 

HEK 293T/17. Para ello, fue suplementado con NaHCO3 1,5 g/l, piruvato de sodio (Gibco, EE. 

UU.) 0,11 g/l SFB 10% (V/V) y sulfato de gentamicina 0,05 mg/ml.  

Medio MEM (Minimun Essential Medium, Gibco, EE. UU.): se empleó para el 

crecimiento de células WISH. Fue suplementado con glutamina 2 mM, NaHCO3 2,2 g/l, sulfato 

de gentamicina 0,05 mg/ml y SFB 10% (V/V) o 2% (V/V). 

Medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute; Gibco, EE. UU.): se empleó para el 

cultivo de células mononucleares de sangre periférica humana (CMSP) y células esplénicas (CE). 

Para preparar el medio basal se suplementó el medio RPMI 1640 con NaHCO3 (Gibco, EE. UU.) 

1,5 g/l y sulfato de gentamicina (Gibco, EE. UU.) 0,05 mg/ml. Para la preparación del medio de 

trabajo (medio completo), la formulación anterior se suplementó con SFB al 10% (V/V), 2 mM 

de solución estéril de glutamina (Sigma, EE. UU.) y 1 mM de solución estéril de piruvato de sodio 

(Gibco, EE. UU.). El pH se ajustó a 7,2 con NaOH 4N (Sigma, EE. UU.). 
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Medio LB (Luria-Bertani): se utilizó para el crecimiento bacteriano en medio líquido. 

Composición: triptona (Sigma, EE. UU.) 10 g/l, extracto de levadura (BD, EE. UU.) 5 g/l y NaCl 

(Sigma, EE. UU.) 10 g/l. El pH se ajustó a 7,2 con NaOH (Sigma, EE. UU.) 4 N. El caldo LB 
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clones resistentes a dicho antibiótico. 

Medio agar LB: se empleó para el crecimiento bacteriano en medio sólido. Consistió en 

medio LB con el agregado de agar (Sigma, EE. UU.) 2% (P/V). El medio agar LB suplementado con 
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Debido a que el antibiótico es un compuesto termolábil, se adicionó al medio estéril fundido una 

vez que la temperatura alcanzó aproximadamente los 50 °C. Luego de homogeneizar, se 

repartieron alícuotas de 15 ml en placas de Petri estériles de 10 cm de diámetro (Greiner, 

Austria). 

Medio A: se empleó para la preparación de células competentes de E. coli. Está 

constituido por medio LB suplementado con MgSO4.7H2O 10 mM y glucosa 0,2% (P/V). 

La esterilización de los medios de cultivo para bacterias se realizó en autoclave durante 

15 min a 1 atm, a 120 °C. 

 

 



                                                                                                                                                     Materiales y Métodos                                          

56 
 

� �  � ��� ��	 
 � � 
�� � � � �	 �� � ��� � 	 �  

� � � � � � � �! 	�� � � � � � 
 � !���  

Las digestiones con endonucleasas de restricción se realizaron respetando los medios y 

condiciones recomendados por los proveedores de cada enzima. En todos los casos, la reacción 

se llevó a cabo durante 2 h a 37 °C, empleándose de 1 a 5 U de enzima por ca
	 � � 
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� � � ���� �� �� �	 � 
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Luego de las digestiones enzimáticas, los fragmentos se separaron mediante 

electroforesis en geles de agarosa para su posterior análisis y/o purificación.  
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Las separaciones de ADN en geles de agarosa se realizaron empleando el sistema 

submarino (96). Para la preparación de los geles, de concentración de agarosa 1% (P/V), se pesó 

la cantidad adecuada de agarosa (Biodynamics SRL, Argentina) y se disolvió en solución 

reguladora TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8, Na2EDTA 1 mM) en horno microondas. La solución se 

enfrió a 60 °C y se adicionó el colorante SYBR® Safe DNA gel stain 10.000 X (Invitrogen, EE. UU.). 

Esta solución se colocó en un soporte adecuado y se introdujo un peine de 1 mm de espesor 

para formar los carriles de siembra, que se retiró una vez solidificado. El gel se colocó en una 

cuba electroforética y se cubrió completamente con solución TAE. Las muestras de ADN se 

mezclaron con solución de siembra 10 X [Glicerol (Cicarelli, Argentina) 30% (V/V); azul de 

bromofenol 0,25% (P/V)] y cuidadosamente se sembraron en cada una de las calles del gel. Se 

aplicó un voltaje entre 80-100 V hasta observar la adecuada migración del colorante de la 

solución de siembra. Finalmente, los geles fueron examinados utilizando un transiluminador 

Safe Imager�  (Invitrogen, EE. UU.) y fotografiados.  

La detección de los fragmentos de ADN por medio de esta técnica es posible debido al 

fenómeno conocido como transferencia de energía mediante resonancia de fluorescencia. El 

fundamento del mismo se basa en la capacidad del colorante SYBR® de intercalarse en la 

estructura secundaria de la doble hélice del ADN y acoplarse energéticamente a los ácidos 

nucleicos que lo forman, de manera que su tasa de emisión fluorescente se incrementa 

notablemente. El complejo resultante ADN-SYBR presenta el pico de absorción 	 � � * � � �
� 	
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longitud de los fragmentos de ADN separados se emplearon los marcadores de masa molecular 

Trans2K® Plus DNA Marker y Trans5K® Plus DNA Marker (Sigma, EE. UU.).  
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Los fragmentos de ADN separados por electroforesis en geles de agarosa se purificaron 

utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extration Kit (QIAGEN, Alemania), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante.  

La purificación se verificó analizando una alícuota mediante electroforesis en gel de 

agarosa. Se determinó la pureza y la concentración de los fragmentos mediante lectura 

espectrofotométrica (sección 5.9). 
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Los fragmentos de ADN obtenidos luego de las digestiones con enzimas de restricción 

fueron aislados y concentrados mediante precipitación con etanol absoluto. De esta manera fue 

posible eliminar los fragmentos cortos de ADN liberados, las sales y las enzimas de restricción.  
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adicionando un volumen de acetato de sodio 3 M equivalente al 10% del volumen de la muestra. 

Se mezcló suavemente y se agregaron 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío, incubando a -70 

°C durante 1 h. Luego, se centrifugó a 13.000 x g durante 15 min a 4 °C, se descartó el 
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durante 7 min a 4 °C. Se secó en estufa a 37 °C durante 10 min y el precipitado de ADN se 
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T4 ADN ligasa (Invitrogen, EE. UU.), de acuerdo con el protocolo indicado por el proveedor. Para 

la ligación de insertos con el vector pLV-pLK se utilizó una relación inserto/plásmido 5:1. La 

mezcla de reacción se incubó durante toda la noche a 4 °C. Se realizó un control de plásmido 

religado, remplazando el volumen correspondiente al inserto por agua autoclavada. 
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Para la preparación de células competentes se realizó una estría de Escherichia coli 

TOP10, obtenidas de un stock conservado a -70 °C, sobre una placa con agar LB. Se cultivaron 
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durante 16-20 h a 37 °C. Se escogió al azar una de las colonias desarrolladas y se inoculó en 5 ml 

de caldo LB (cultivo inóculo), realizándose una nueva incubación a 37 °C durante 18 h con 

agitación a 180 rpm. Se realizó un repique del cultivo en una dilución 1:100 en 100 ml de medio 

A y se incubó a 37 °C en agitación a 180 rpm durante 2 h. Posteriormente, las células fueron 

trasvasadas asépticamente a un tubo de centrífuga estéril, enfriado previamente, e incubadas 

durante 15 min en baño de hielo. Las bacterias se cosecharon mediante centrifugación a 4 °C y 

1.500 rpm durante 10 min. Se eliminó el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendió en 

1 ml de medio A frío. A esta suspensión se le adicionaron 5 ml de solución de conservación 

[medio LB conteniendo glicerol 36% (P/V); PEG 12% (P/V) (MW7500); MgSO4.7H2O 12 mM, 
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cuales fueron conservados a -70 °C hasta su utilización. El medio de cultivo utilizado para la 

preparación de las células competentes, rico en nutrientes, favorece la generación de poros en 

la pared celular bacteriana y, en consecuencia, la introducción del ADN plasmídico durante la 

transformación. La triptona y el extracto de levadura aportan el nitrógeno y los factores de 

crecimiento necesarios para la replicación y recuperación bacteriana luego del proceso de 

transformación. La glucosa incrementa la tasa de crecimiento y el sulfato de magnesio provee 

los iones Mg2+, necesarios para las reacciones enzimáticas que permiten la replicación del ADN 

y eleva la eficiencia de transformación.  

Para asegurar la esterilidad del cultivo y estimar la eficiencia de transformación se 

realizó un control de las células competentes preparadas. Para ello, las bacterias competentes, 

una vez conservadas durante al menos 16 h a -70 °C, se descongelaron 2 criotubos: uno de ellos 

se transformó con 100 ng de un vector con resistencia para ampicilina (control positivo) y el otro 

fue sometido al mismo procedimiento, pero sin el agregado de ADN (control negativo). 

Finalizada la transformación, las células fueron distribuidas homogéneamente en placas de 

cultivo conteniendo agar LB y antibiótico ampicilina. Las células competentes fueron utilizadas 

sólo cuando la placa del control negativo no mostró desarrollo de colonias y cuando se obtuvo 

una eficiencia de transformación superior a 106 �
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competentes y se mezclaron con el ADN (mezcla de ligación, sección 5.5, o plásmido control), 

incubando durante 30 min en baño de hielo. Posteriormente, la mezcla se colocó en un baño a 
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42 °C durante 2 min y se transfirió inmediatamente a hielo durante otros 2 min. Se adicionaron 

� �� � � 
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con el propósito de permitir la recuperación de las bacterias de la situación de estrés a la cual 

fueron sometidas. Las células se cosecharon mediante centrifugación a 2.500 x g durante 5 min 
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en el volumen remanente de medio. Finalmente, la totalidad de la suspensión celular se 

distribuyó en forma homogénea sobre una placa conteniendo agar LB suplementado con 

ampicilina, que permite seleccionar las bacterias transformadas. Se incubó durante 16 h a 37 °C.  
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5.8.1 Minipreparación 

Con el propósito de obtener los vectores lentivirales que contengan las secuencias 

codificantes de las variantes de IFN-� -1a con una pureza y concentración adecuadas para realizar 

su secuenciación, se realizó una extracción plasmídica en pequeña escala.  

A partir de colonias individuales de cultivos realizados en medio agar LB con antibiótico, 

se inocularon frascos conteniendo 5 ml de LB con antibiótico y se dejaron crecer durante 16-20 

h a 37 °C y en agitación a 180 rpm. Luego, el vector fue purificado utilizando el kit comercial 

Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system (Promega, EE. UU.), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. 

 

5.8.2 Maxipreparación  

Con el propósito de obtener cantidades suficientes de los vectores lentivirales para su 

empleo en el procedimiento de transfección de células eucariotas, se realizaron preparaciones 

de ADN plasmídico en gran escala (maxiprep), empleando el método de lisis alcalina (96). 

Inicialmente se realizó una estría de la cepa conteniendo el plásmido de interés sobre 

una placa de agar LB y se cultivó durante toda la noche en estufa a 37 °C. Se tomó una colonia 

aislada y se la cultivó en 10 ml de medio LB líquido suplementado con ampicilina durante 16 h a 

37 °C en agitación a 180 rpm. Se agregó a este pre-cultivo 90 ml de medio LB con antibiótico y 

se mantuvo en agitación durante 8 h en las mismas condiciones. Posteriormente, se amplificó el 

cultivo a un frasco Erlenmeyer conteniendo 200 ml de medio LB y se incubó durante 16-20 h en 

las mismas condiciones.  
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Los cultivos se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se descartó el 

sobrenadante y el sedimento celular se resuspendió en 10 ml de solución I [Tris-HCl 25 mM pH 

8,3; Na2EDTA 10 mM; glucosa 1% (V/V)], incubándose durante 5 min en hielo. Se adicionaron 20 

ml de solución II [NaOH 0,2 M; SDS 1% (V/V)] homogeneizando adecuadamente para lograr la 

lisis celular en hielo durante 5 min. Se agregaron 15 ml de solución III o solución de neutralización 

[K+ 3 M, Ac- 5 M], a 4 °C, homogeneizando. Se incubó durante 5 min en hielo y se centrifugó a 

5.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se filtró a través de un papel de filtro y el ADN 

plasmídico se precipitó mediante el agregado de 0,6 volúmenes de isopropanol (J.T. Baker, EE. 

UU.), incubando 15 min a -70 °C. Se centrifugó a 5.000 rpm durante 20 min a 4 °C, se descartó 

el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 1 ml de solución IV [etanol 80% (V/V); Tris-

HCl 10 mM pH 8; NaCl 100 mM]. La suspensión se trasvasó a un tubo cónico de 1,5 ml y se 

centrifugó a 14.000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. El pellet se resuspendió en 1 

ml de LiCl 2 M, dejando en hielo durante 1 h con el propósito de precipitar el ARN.  

La solución se centrifugó 2 min a 14.000 rpm y se transfirió el sobrenadante a un tubo 
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cada reactivo. Se centrifugó a 14.000 rpm durante 10 min y se conservó la fase acuosa (superior). 

A ésta se le adicionó 1 volumen de isopropanol, se agitó y se incubó durante 20 min a -70 °C 

para precipitar el ADN. Se centrifugó a 14.000 rpm durante 15 min a 4 °C y el precipitado se lavó 
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-HCl 25 mM pH 8,3; NaCl 100 mM] con el agregado de ARNasa 
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Se repitió la extracción fenol/cloroformo para eliminar la ARNasa adicionada. El ADN 
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volúmenes de isopropanol, se agitó y se incubó 20 min a -70 °C, con el fin de precipitar el ADN 
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Milli Q estéril.  

Finalmente, se evaluó la integridad de los plásmidos mediante electroforesis en gel de 

agarosa (sección 5.2) y se determinó la concentración y pureza mediante lectura de absorbancia 

a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm (sección 5.9). 
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Los ácidos nucleicos absorben luz ultravioleta debido a la presencia de bases aromáticas 

nitrogenadas a lo largo de las cadenas del ADN. Ésta es una característica propia de la molécula 

que presenta un máximo de absorción a una longitud de onda de 260 nm. A esta longitud de 

onda la absorción es proporcional a su concentración. Una unidad de absorbancia a 260 nm 
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La concentración y pureza de los plásmidos (Concentración de ácido nucleico, Can) se 
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visible (Ultrospec2100pro Healthcare, Reino Unido), según las ecuaciones 1 y 2 (96). 
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ecuación (2) debe estar comprendido en el rango de 1,8 a 2,0. Por fuera del mismo, la solución 

no es considerada apta para su uso en transfección de células eucariotas, ya que posee una 

cantidad considerable de contaminantes (proteínas, reactivos utilizados en la extracción, entre 

otros) que podrían afectar la eficiencia de la misma. 
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Los vectores lentivirales conteniendo cada una de las variantes de IFN-� -1a fueron 

generados mediante el clonado de las secuencias correspondientes (contenidas inicialmente en 

plásmidos pUC57-Amp) en vectores pLV-PLK. Estos últimos poseen las siguientes características:  

» un origen de replicación bacteriano (ORI);  

» un gen que otorga resistencia a ampicilina;  

» un sitio de múltiple clonado, corriente abajo del promotor temprano de 

citomegalovirus (CMV);  

» un gen que codifica para la enzima puromicina N-acetiltransferasa dirigido por 

el promotor SV40, para la selección de células eucariotas con el antibiótico 

puromicina;  

(1) 

(2) 
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» la presencia de una región RRE, altamente estructurada, que actúa como sitio 

de unión de la proteína Rev, la cual permite el transporte de los ARNs sin 

procesar o parcialmente procesados desde el núcleo al citoplasma; 

» una región PBS (sitio de unión de cebadores), que actúa como cebador para la 

transcriptasa reversa, en el momento de iniciar la síntesis de la hebra (-) del ADN 

viral;  

» la secuencia cPPT (segmento polipurina central), que actúa como cebador de la 

hebra (+) en la síntesis del ADN viral;  

» un elemento regulatorio postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota 

(WPRE);  

» una señal de empaquetamiento (Psi), secuencia corta y altamente estructurada 

requerida para la incorporación del ARN genómico en el interior de las partículas 

virales.  

 

Todas las regiones necesarias para la generación de los vectores lentivirales se 
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Con el objetivo de realizar el clonado de las secuencias de las diferentes variantes de 

IFN-� -1a en los vectores pLV-PLK, se transformaron células competentes (sección 5.7) con los 

plásmidos conteniendo los productos de síntesis obtenidos de la empresa GeneUniversal. Las 

bacterias transformadas fueron sembradas en placas conteniendo medio LB-agar suplementado 

con ampicilina, de manera que sólo crezcan aquéllas que incorporaron el plásmido. Se eligieron 

al azar dos clones por cada variante, se realizó minipreparación de ADN (sección 5.8.1) y 

posterior digestión con las enzimas de restricción XbaI y SalI, para liberar el inserto 

correspondiente. Los productos de digestión se analizaron en un gel de agarosa, a partir del cual 

se purificaron las bandas correspondientes a los fragmentos codificantes para las moléculas de 

IFN-� -1a con sus respectivos péptidos de señalización (590 pb). Al mismo tiempo, se realizó la 

digestión del plásmido pLV-PLK con las mismas enzimas de restricción (XbaI y SalI) y se purificó 

mediante precipitación con etanol absoluto (sección 5.4). Las concentraciones del vector y de 

los fragmentos digeridos y purificados se determinaron por lectura espectrofotométrica 

(sección 5.9). Ambos productos fueron empleados para realizar la reacción de ligación (sección 

5.5) que se utilizó para la posterior transformación bacteriana. 

Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas conteniendo medio LB-agar 

suplementado con ampicilina como agente de selección. A partir de cada placa se realizó un 

ensayo de PCR en colonia para 2 clones bacterianos, empleando los oligonucleótidos LV-�� � �
�
 -
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amplificar un fragmento de aproximadamente 1.000 pb que contiene la secuencia completa de 

cada una de las variantes de IFN-� �  

Por último, se realizó la secuenciación automática del ADN plasmídico de los clones 

positivos (solicitado a la empresa Macrogen, Corea del Sur) a fin de asegurar una correcta 

secuencia génica de las variantes, que permita su empleo en las etapas posteriores del proceso. 

Para esto se emplearon los oligonucleótidos LV-rev y CMV-Fw. 

A partir de las bacterias transformadas con los vectores de cada variante pLV-PLK-IFN-

� -1a, se realizaron maxipreparaciones (sección 5.8.2) de modo de obtener una cantidad 

adecuada de ADN plasmídico que permita llevar a cabo el proceso de transfección (sección 

6.5.1). Se corroboró la liberación del inserto y la integridad del ADN plasmídico de las 

preparaciones mediante digestiones y electroforesis en geles de agarosa y se conservaron a -20 

°C hasta su empleo. 
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Para la conservación de bacterias se procedió a cultivarlas durante 18 h a 37 °C en medio 

LB (cepas no transformadas) o medio LB suplementado con ampicilina (cepas recombinantes). 
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� cerol 50% (V/V) 

estéril (Cicarelli, Argentina), homogeneizando para asegurar su distribución. Finalmente, fueron 

conservadas a -70 °C en criotubos. 
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Para recuperar las bacterias congeladas se obtuvo una pequeña porción de material 

criopreservado y se inoculó en medio LB o medio LB-antibiótico para bacterias recombinantes. 

Luego, el criotubo se conservó nuevamente a -70°C y el tubo inoculado se incubó a 37 °C durante 

16 h. 
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El cultivo de las células se realizó, en todos los casos, en las condiciones estándar para 

células animales: estufa gaseada (Nuaire, EE. UU.) a 37 °C, atmósfera de CO2 al 5% y saturada de 

humedad.  
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6.1.1 Cultivo de células adherentes 

Para el cultivo en adherencia de las líneas de células CHO-K1 recombinantes productoras 

de las diferentes variantes de IFN-� -1a y de las células HEK 293T/17 y WISH, se emplearon 

frascos T triples (Nunc, ThermoFisher, EE. UU.) de 500 cm2 de superficie, manteniendo una 

relación constante de 0,4 ml de medio de cultivo por cada cm2 de superficie, de acuerdo con lo 

establecido por Freshney (97). 

Los cultivos que crecen adhiriéndose a una superficie sólida (sustrato) forman una 

monocapa. Para realizar sub-cultivos se requiere el uso de proteasas con el fin de liberar las 

células del sustrato sobre el que se encuentran ancladas. Para tal fin, se procedió a retirar el 

sobrenadante de cultivo y lavar la monocapa con una solución de tripsina-EDTA, compuesta por 

tripsina (Gibco, EE. UU.) 0,05% (P/V) y Na2EDTA (Gibco, EE. UU.) 0,02% (P/V) en solución 

reguladora de fosfato salino [PBS: KH2PO4 (Sigma, EE. UU.) 0,6 g/l; Na2HPO4 (Sigma, EE. UU.) 

0,78 g/l; NaCl 8,8 g/l; pH 7,4] durante 15 s a temperatura ambiente, con el fin de neutralizar la 
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de tripsina-EDTA por cada cm2 de superficie. Luego de eliminar la solución de lavado, se agregó 

nuevamente la misma proporción de la solución de tripsina-EDTA, dejándola actuar el tiempo 

necesario hasta lograr el desprendimiento completo de las células adheridas. El proceso de 

desorción de las células fue controlado por observación al microscopio, y cuando las células 

estuvieron despegadas (verificado por su forma redondeada) se homogeneizó la suspensión 

cuidadosamente con pipeta durante unos segundos. Posteriormente, se adicionó el medio de 

cultivo suplementado con SFB para neutralizar la acción de la tripsina y se homogeneizó la 

suspensión celular. Se tomó una alícuota para su recuento y con este resultado se realizó la 

dilución correspondiente con medio de cultivo fresco. 

 

6.1.2 Cultivo de células en suspensión 

Los sistemas empleados para el cultivo en suspensión de las CMSP y CE, fueron placas 

multipozo (MW) de poliestireno (Greiner, Austria) de 6 y 96 pozos con una superficie de 9,6 y 

0,4 cm2 por pozo, respectivamente.  

Para realizar los cambios de medio, las suspensiones celulares se centrifugaron 20 min 

a 200 x g en una centrífuga Eppendorf 5403, rotor 16A4-44. Se descartó el sobrenadante de 

cultivo y los pellets celulares se resuspendieron en el medio fresco correspondiente. 
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Todos los recuentos celulares se realizaron en cámara de Neubauer, excluyendo del 

recuento aquellas células apoptóticas y muertas por el método de exclusión con azul de tripán 

(Gibco, EE. UU.) (98). Esta técnica se basa en el hecho de que las células viables no captan ciertos 

colorantes, a diferencia de las células apoptóticas y muertas, cuya membrana plasmática se 

encuentra alterada, permitiendo el ingreso del colorante al citoplasma. 

Para realizar el recuento, una alícuota de la suspensión celular se incubó durante 1 min 

con una solución de azul de tripán 0,4% (V/V) en PBS y posteriormente se sembró en la cámara 

de recuento, empleando diluciones convenientes de acuerdo con la densidad celular esperada 

de la muestra. Al realizar los recuentos, se contaron las células viables (refringentes) y las 

muertas (azules) contenidas en cada uno de los cuadrantes de los extremos (Nº de células 

contadas). 

La concentración de células viables o muertas (X) se determinó de acuerdo a la siguiente 

ecuación: 
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Donde N es el número de células contadas y D es la inversa de la dilución (D=1/d). 

La viabilidad del cultivo se determinó calculando el porcentaje de células viables con 

respecto a las totales, de acuerdo a la expresión:  
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Donde la concentración de células totales (XT) es igual a la suma de las concentraciones 

de células muertas (XM) y viables (XV). 
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Cuando se ha obtenido una línea celular con las características deseadas y libre de 

contaminación, es esencial su adecuada conservación. La criopreservación constituye un 

método eficaz de conservación de células que garantiza el mantenimiento de sus propiedades 

metabólicas y funcionales iniciales (97). 

El daño celular inducido por el congelamiento y descongelamiento es causado por la 

formación de cristales de hielo intracelulares y por efectos osmóticos (99). La adición de un 

(3) 

(4) 
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agente crioprotector, como el glicerol o el dimetil sulfóxido (DMSO) (100), y el empleo de una 

velocidad lenta de enfriamiento, aproximadamente 1 °C/min (101), minimizan dichos efectos. 

La conservación de las líneas se realizó en nitrógeno líquido, ya que a temperaturas de       

-196 °C se observan deterioros celulares mínimos (102). Se empleó una técnica de enfriamiento 

gradual desde temperatura ambiente hasta -196 °C. Para ello, una vez realizado el recuento, 

suspensiones celulares de densidad adecuada y en fase de crecimiento exponencial se 

centrifugaron a 200 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante y 

el sedimento celular se resuspendió en una solución de SFB y DMSO (Sigma, EE. UU.) en una 

relación 9:1 (V/V), de manera de obtener una concentración de 2.106 cél. viables/ml. La 

suspensión celular se distribuyó a razón de 1 ml por criotubo (Greiner, Austria). Estos criotubos 

fueron guardados en un contenedor comercial apropiado, MrFrosty (Nalgene, EE. UU.), y 

llevados a freezer de -80 °C por 24 h. El dispositivo contenedor tiene en su interior alcohol 

isopropílico, que permite que dentro del MrFrosty la temperatura disminuya a razón de 1 

°C/min. De esta forma se logra un enfriamiento gradual de la suspensión celular, dando lugar a 

una correcta revitalización de las mismas cuando así se desee. 

Finalmente, los criotubos se almacenaron en termos de N2 líquido a -196 °C. 

 

� �
�

� � ��	� � � � �
�� � �	 �� �
�

�� �� �� �
 � �� � � ��� 
��� �  

La descongelación rápida de la suspensión celular es esencial para su óptima 

recuperación. Para la revitalización de las líneas celulares criopreservadas se retiró el criotubo 

del termo de N2 líquido y se lo sumergió rápidamente en un baño de agua a 37 °C. La suspensión 

celular descongelada se transfirió a un tubo cónico conteniendo 30 ml de medio de cultivo basal 

y se centrifugó a 200 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Esta etapa se realizó con el 

objeto de diluir rápidamente el DMSO y luego eliminarlo, ya que es un reactivo tóxico para las 

células en cultivo. Se descartó el sobrenadante y el sedimento de células se resuspendió en un 

volumen de medio de cultivo adecuado. Finalmente, se realizó el recuento celular para evaluar 

la concentración y la viabilidad celular (sección 6.2). 
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6.5.1 Producción de partículas lentivirales mediante transfección de 

células HEK-293T/17 
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Los vectores derivados de la familia Retroviridae (vectores retrovirales), entre ellos los 

lentivirales, son de especial interés porque convierten sus genomas de ARN en ADN y los 

integran en los cromosomas de las células blanco (103, 104). Gran parte de los vectores 

lentivirales conocidos se han construido a partir del conocimiento sobre el genoma del virus HIV-

1 y posteriormente han sido mejorados con el fin de optimizar su seguridad e infectividad, 

constituyendo vectores de segunda y tercera generación (105). Estos vectores poseen la 

capacidad de transferir elementos genéticos complejos, tales como secuencias policistrónicas o 

intrones, presentan un perfil de sitios de integración potencialmente seguro y un sistema 

relativamente sencillo para la manipulación y producción del vector. 

En particular, los vectores lentivirales de tercera generación empleados en este trabajo, 

poseen las siguientes propiedades: 

» Están pseudotipados con la glicoproteína G del virus de la estomatitis vesicular 

(VSV-G). Esta proteína presenta una mayor estabilidad que la glicoproteína de 

envoltura del HIV-1 y además incrementa el tropismo del vector, permitiendo 

así la transducción de un conjunto de células marcadamente mayor, incluso 

células no animales. 

» No poseen determinadas proteínas virales accesorias (Vif, Vpu, Vpr o Nef) que 

son esenciales para una eficiente propagación y virulencia del HIV-1 en células 

primarias o in vivo. 

» Presentan deleciones clave en su genoma que resultan en una inactivación 

transcripcional de los genomas virales potencialmente empaquetables en la 

célula transducida. 

» El promotor natural del HIV-1 es remplazado por secuencias promotoras 

heterólogas. 

 

Para su construcción, se emplea una estrategia de co-transfección de células HEK-

293T/17 con cuatro plásmidos que codifican las proteínas anteriormente mencionadas. Puesto 

que los elementos del vector se encuentran distribuidos en cuatro plásmidos diferentes, se 

requieren al menos tres eventos de recombinación para generar virus similares al HIV-1 con 

capacidad replicativa; y si esto ocurriera, las partículas generadas tendrían sólo tres de los nueve 

genes del HIV-1. De esta manera, la manipulación de estos vectores contempla un nivel 

adecuado de bioseguridad. 

En el presente trabajo, las partículas lentivirales utilizadas en el proceso de transducción 

fueron generadas mediante co-transfección de células de la línea HEK-293T/17 con los 

siguientes cuatro plásmidos: 
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1. pREV, expresado durante el empaquetamiento para inducir la exportación nuclear del 

vector de transferencia; 

2. pVSV-G, que codifica la proteína G de envoltura del VSV, necesaria para la entrada de 

la partícula lentiviral en la célula; 

3. pMDL, que codifica las proteínas de matriz y cápside, expresadas como poliproteína 

gag, capaz de empaquetar el vector de expresión, y poliproteína pol, que da lugar a una 

proteasa, una transcriptasa reversa y una integrasa, requeridas para el clivaje de los elementos 

estructurales y para el procesamiento del genoma-vector durante el proceso de integración al 

genoma celular; 

4. plásmido de transferencia pLV-PLK, que codifica la proteína de interés (variantes de 

IFN-� -1a) y confiere a las células resistencia a puromicina. 

Para la co-transfección se utilizó la técnica de lipofección con lípidos catiónicos (105), 

utilizando en este caso el reactivo comercial Lipofectamina 2.000TM (Invitrogen, EE. UU.). En 

soluciones acuosas, los lípidos catiónicos forman pequeñas vesículas (liposomas) cargadas 

positivamente que interaccionan con las cargas negativas del ADN formando complejos. Éstos a 

su vez presentan elevada afinidad por las membranas citoplasmáticas y pueden ser incorporadas 

por vía endocítica al interior de las células. Debido a que los complejos ADN/lipofectamina evitan 

la vía lisosomal, el ADN no se ve afectado. De esta manera, la lipofección constituye una técnica 

simple y apropiada para transfecciones transitorias y estables de muchos tipos de líneas 

celulares.  

El protocolo empleado consistió en cultivar las células HEK-293T/17 a una densidad de 

4.105 cél/ml en placas de 10 cm de diámetro (Greiner, Austria), empleando medio DMEM para 

HEK suplementado con SFB 10% (V/V). Luego de 24 h de incubación, se llevó adelante el 

procedimiento de lipofección, para lo cual se prepararon 2,5 ml de medio DMEM para HEK sin 
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transferencia. Por otro lado, se mezclaron 2,5 ml de medio DMEM para HEK 
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Lipofectamina 2.000TM (Invitrogen, EE. UU.; 1 mg/ml). El contenido de ambos tubos cónicos se 

mezcló gota a gota para favorecer la formación homogénea de los complejos lípido-ADN. 

Posteriormente se retiró el sobrenadante de las placas de cultivo conteniendo las células HEK-

293T/17 y se adicionó el volumen de 5 ml de la mezcla lípido-ADN. Luego se incubó en las mismas 

condiciones de cultivo durante al menos 4 h. Al cabo de este tiempo, el cultivo se suplementó 

con 5 ml de medio DMEM para HEK SFB 20% (V/V), de modo de obtener una concentración final 

de SFB de 10% (V/V). 

Luego de 48 h postransfección se cosechó el sobrenadante del cultivo conteniendo las 

partículas lentivirales y se centrifugó a 100 x g durante 8 min a temperatura ambiente para 
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eliminar las células que pudieran haberse desprendido de la monocapa al retirar el medio de 

cultivo. El sobrenadante de la centrifugación se fraccionó en microtubos (1 ml) y se almacenó a 

-70 °C hasta su utilización, asegurando así el mantenimiento del título viral y de la actividad. 

Todos los vectores de empaquetamiento fueron generados y preparados previamente 

en el laboratorio. 

 

6.5.2 Transducción de células CHO-K1 

Con el objetivo de obtener líneas celulares estables productoras de las variantes de IFN-

� -1a, se llevaron a cabo transducciones de células CHO-K1, empleando partículas lentivirales 

conteniendo los genes de interés. Esta técnica constituye un proceso altamente eficiente en el 

cual el transgen se integra establemente en el genoma de las células en estado de división y no 

división. 

Para realizar la transducción, las células CHO-K1 se cultivaron en placas de 6 pozos a una 

densidad de 3.104 cél/ml en medio DMEM/F-12 suplementado con SFB 5% (V/V). Transcurridas 

24 h, se removió el sobrenadante de cultivo y se adicionó 1 ml de la cosecha de partículas 

lentivirales. Se incubaron las células en estas condiciones durante otras 24 h y posteriormente 

el medio conteniendo las partículas lentivirales fue removido y remplazado por 3 ml de medio 

DMEM/F-12 suplementado con SFB 5% (V/V). 

Luego de 72 h, las células transducidas se subcultivaron para continuar con las siguientes 

etapas del proceso. 
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Las células CHO-K1 transducidas fueron sometidas a un proceso de presión selectiva con 

concentraciones crecientes del antibiótico puromicina, de manera de enriquecer el cultivo con 

aquellas células que presentan una mayor expresión de las proteínas de interés. 

El proceso consistió en sembrar las células a una densidad de 2.105 cél/ml, empleando 

medio DMEM/F-12 suplementado con SFB 5% (V/V) y conteniendo una determinada cantidad 
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analizando posteriormente el crecimiento celular y las concentraciones de IFN en el 

sobrenadante de cultivo. De acuerdo a los resultados obtenidos, se continuó con la selección 
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observar la muerte de los cultivos celulares o bien, una disminución de la productividad celular 

específica. 

Al finalizar la presión de selección, se retiró el medio de cultivo y se remplazó por medio 

sin antibiótico para permitir la recuperación de las células que permanecieron viables. Éstas se 

mantuvieron en cultivo hasta alcanzar la confluencia, procediéndose luego a su criopreservación 

(sección 6.3).  
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La producción de las diferentes proteínas a una escala mayor, con el objetivo de obtener 

la cantidad necesaria de cada variante para la realización de los ensayos de caracterización 

posteriores, se realizó en condiciones de adherencia empleando frascos T de 125 cm2 de 
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inocularon a una concentración de 2.105 cél/ml en medio de cultivo DMEM/F-12 suplementado 

con SFB 5% (V/V). Cuando las células alcanzaron la fase estacionaria, se cosechó el sobrenadante 

de cultivo cada 48 h o 72 h, remplazándolo por medio de cultivo DMEM/F-12 suplementado con 

SFB 0,5% (V/V). La reducción del porcentaje de SFB respecto al medio de crecimiento se realizó 

para facilitar la posterior purificación de las proteínas de interés, siendo a la vez suficiente para 

asegurar la correcta adhesión de las células al sustrato. 

Los sobrenadantes de cultivo fueron centrifugados durante 10 min a 200 x g y 

conservados a 4 °C para su posterior purificación. Este procedimiento se repitió hasta obtener 

12 cosechas de cada variante.  

Se tomó una alícuota de cada cosecha para analizar la concentración de cada variante 

de IFN-� -1a mediante ELISA sándwich (sección 7.1). 
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Para realizar la cuantificación de las diferentes variantes de IFN-� -1a presentes en las 

cosechas se empleó el método de ELISA sándwich. Como anticuerpo de captura se utilizó el 

anticuerpo monoclonal (mAb) clon 2C12 obtenido previamente en el laboratorio. Además, como 

anticuerpo de detección se empleó un suero policlonal (pAb) de conejo anti-IFN-� -1a. Todos los 

reactivos disponibles en el laboratorio fueron obtenidos empleando el rhIFN-� -1a (Gema 

Biotech, Argentina) como inmunógeno. 
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Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cámara húmeda. Después de cada etapa se 

realizaron seis lavados con solución de PBS con el agregado de Tween 20 (Bio Basic, Canadá) al 

0,05% (V/V) (solución de lavado).  

El ensayo de ELISA sándwich se basó en la captura de las distintas variantes de IFN-� -1a 

por parte del mAb 2C12 inmovilizado sobre placas de poliestireno y su posterior reconocimiento 

por las inmunoglobulinas (Igs) presentes en el suero de conejo anti-IFN-� -1a. El protocolo se 

describe a continuación: 

Sensibilización: se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos 
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Na2CO3/NaHCO3 50 mM pH 9,6 (solución de sensibilización). Se incubó durante 1 h a 37 °C y 

luego toda la noche a 4 °C. 

Bloqueo� � � � �� � � � � 
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de una solución de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma, EE. UU.) 1% (P/V) en PBS (solución de 

bloqueo). Se incubó durante 1 h a 37 °C. 

Primera incubación�
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rhIFN-� -1a desde 200 ng/ml hasta 1,5625 ng/ml, y de las muestras a analizar. Para ello se empleó 

una solución de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agregado de Tween 20 al 0,05% (V/V) (solución 

diluyente). Las muestras se ensayaron realizando diluciones seriadas al medio de manera de 

poder compararlas con el estándar en el rango de linealidad de la curva. Se incubó durante 1 h 

a 37 °C. 

Se realizó un control sin el agregado de IFN-� -1a, para evaluar la posible unión 

inespecífica de los reactivos (control negativo). Para ello, durante esta etapa se reemplazó el IFN 
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Segunda incubación: �
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1:4000 con solución diluyente. Se incubó durante 1 h a 37 °C. 

Tercera incubación�
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conjugado con la enzima peroxidasa (DAKO, Dinamarca) diluido 1:2000 en solución diluyente. 

Se incubó durante 1 h a 37 °C. 

Reacción reveladora: el revelado se realizó mediante reacción enzimática empleando 

como sustrato H2O2 0,015 volúmenes diluida en solución de citrato/fosfato de sodio 50 mM, pH 

5,3 (solución de revelado), con el agregado del cromógeno o-fenilendiamina (OPD, Sigma, EE. 
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incubó la placa en oscuridad y a temperatura ambiente durante 15-30 min. Una vez transcurrido 

el tiempo estipulado se observó la aparición de color debido a la reducción del sustrato, 

catalizada por la peroxidasa, con la oxidación simultánea del cromógeno. La reacción se detuvo 
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un lector de placas de microtitulación (Labsystems Multiskan MCC/340). 

Cuantificación: se graficaron los valores de absorbancia en función de las 

concentraciones de rhIFN-� -1a empleado como estándar y de las diluciones de las muestras en 

escala logarítmica. La concentración de las muestras se determinó utilizando el ensayo de rectas 

paralelas (106). 
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Se han descripto diversos procedimientos para la purificación de interferones. Estos 

incluyen la cromatografía de pseudo-afinidad (107), la cromatografía de exclusión por tamaño 

molecular (19), la cromatografía líquida de alto rendimiento (High Performance Liquid 

Chromatography o HPLC) (108) y la cromatografía de inmunoafinidad (109, 110), entre otras. 

Además, se ha reportado que éstas pueden realizarse en forma combinada para lograr un mayor 

nivel de pureza (111, 112). 

La matriz de concanavalina A-Sepharose fue uno de los primeros soportes de afinidad 

para la purificación de IFN-�
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reemplazarla por la matriz de Blue-Sepharose o soportes de inmunoafinidad. 
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Para las purificaciones se emplearon los cromatógrafos líquidos ÄKTA Start y ÄKTA 

Purifier (GE Healthcare, EE. UU.) equipados con un sistema de bombas (P-900), un colector 

automático de fracciones (FRAC-900), una unidad de detección de absorbancia (UV-900) y otra 

de pH y conductividad (PH/C-900). 
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En primer lugar, se llevó adelante una etapa inicial de purificación/concentración de la 

proteína de interés. Para esto se empleó una matriz de pseudo-afinidad Blue-Sepharose 

empleando 7 ml de resina sin uso previo para el empaquetado de una columna XK 16/20 (8 cm 

de altura de matriz x 1,6 cm de diámetro interno; GE Healthcare, EE. UU.). 
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Como material de partida se utilizaron los sobrenadantes de cultivo de las variantes IFN-

� -1a obtenidos a partir del cultivo de su correspondiente línea celular productora en condiciones 

de adherencia y su posterior conservación a 4°C. Antes de comenzar el protocolo de purificación, 

se acondicionó la muestra filtrándola por medio de un sistema de filtración por vacío que emplea 

membranas de acetato de celulosa de 
� � * � � � � 
 	 �� � �� �� 
 ��
� � � 	 
� ��	 � � � �� �� 
� � � � 	 � � � ��

ml de capacidad (Nalgene). 

Los detalles técnicos y el procedimiento de la técnica de purificación no se informan 

dado que es un protocolo cedido gentilmente por una empresa y se respeta en esta instancia la 

confidencialidad. 

 

8.2.1 Determinación de la concentración y pureza de las variantes de 

IFN-� -1a purificadas 

La cuantificación de los IFNs purificados se llevó a cabo por medición 
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de elución. De esta manera, conociendo el factor de conversión (1,6 para el paso de purificación 

de Blue-Sepharose), el cálculo de la concentración se realizó utilizando la siguiente ecuación: 
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Para la medición se empleó un espectrofotómetro UV-visible (Ultrospec 2.000, GE 

Healthcare, EE.UU.) y cubetas de cristal de cuarzo. 

La pureza de las proteínas se evaluó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con posterior coloración con azul brillante de 

Coomasie.  

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se desarrolló siguiendo 

esencialmente el método descripto por Laemmli (113), utilizando para el armado del gel el 

sistema de electroforesis modular vertical Mini-Protean 3 (Bio-Rad, EE. UU.). Las condiciones 

desnaturalizantes se generaron mediante el agregado del detergente iónico dodecil sulfato de 
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� � -mercaptoetanol). 

Se utilizó un gel de apilamiento con una concentración de acrilamida/bisacrilamida del 

5% (P/V) y un gel de separación con una concentración de acrilamida/bisacrilamida del 15% 

(P/V). Las muestras se prepararon con una solución de Tris-HCl 50 mM, SDS 2% (P/V), glicerol 

(5) 
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� � � � � � � � � � -mercaptoetanol 5% (V/V), azul de bromofenol 0,05% (P/V), pH 6,8 (solución de 

siembra) en proporción 3:1. Las muestras fueron hervidas durante 5 min para favorecer la 

desnaturalización de las moléculas, y sembradas directamente sobre el gel de apilamiento. La 

corrida electroforética se llevó a cabo empleando una solución de corrida (Tris 25 mM, glicina 

0,2 M; SDS 0,1%), a un voltaje constante de 200 V, sumergiendo el módulo en un baño de hielo. 

La corrida finalizó cuando el frente de corrida alcanzó una distancia de 0,5 cm con respecto al 

borde inferior del gel de separación. 

Luego de la corrida electroforética, para realizar la coloración con azul brillante de 

Coomasie, el gel se sumergió durante 15 min en solución de coloración [azul brillante Coomasie 

R-2500 1% (P/V), metanol 40% (V/V) y ácido acético 10% (V/V)]. Posteriormente, se decoloró 

con solución decolorante [metanol 7,5% (V/V) y ácido acético 5% (V/V)] hasta la aparición de 

bandas nítidas y disminución de la tinción de fondo. Las incubaciones con el colorante y con la 

solución de lavado se realizaron en agitación. 
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La matriz de Blue-Sepharose se ha utilizado para la cromatografía de numerosas 

proteínas y no es completamente específica para IFN-�
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fracciones de elución obtenidas en el primer paso de purificación se pudo detectar la presencia 

de proteínas contaminantes, entre ellas la albúmina sérica bovina y proteínas de menor peso 

molecular provenientes de las células hospedadoras, por lo que se decidió llevar a cabo un 

segundo paso de purificación realizando una cromatografía HPLC-fase reversa. 

Este paso de purificación también fue realizado empleando un protocolo cedido 

gentilmente por una empresa y por este motivo no se mencionan los detalles técnicos.  

 

8.3.1 Determinación de la concentración y pureza de las variantes de 

IFN-� -1a purificadas 

La cuantificación de los IFN purificados se llevó a cabo por medición espectrofotométrica 
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correspondiente para el segundo paso de purificación. El cálculo de la concentración se realizó 

utilizando la ecuación (6) donde, el factor de conversión fue 1,45: 
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(6) 
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La pureza de la proteína se evaluó mediante SDS-PAGE con posterior coloración con azul 

brillante de Coomasie (Sección 8.5). 
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El proceso de purificación de cada una de las variantes de IFN-� -1a se realizó en forma 

reiterada, hasta obtener cantidad suficiente de la proteína para la posterior determinación de 

sus características analíticas y funcionales, y análisis de su inmunogenicidad. Para cada proteína, 

las fracciones correspondientes al pico de elución de las distintas cromatografías se mezclaron 

y se diafiltraron contra una solución excipiente. Para ello, se emplearon columnas de filtración 

para centrífuga Amicon® Ultra-15 (Millipore, EE. UU.), provistas con membranas de 

ultrafiltración de 10 kDa. El protocolo desarrollado se describe a continuación: 

Hidratación: con el objetivo de hidratar la membrana, se agregaron 12 ml de agua ultra 

pura a la columna de diafiltración, centrifugando luego a 5.000 rpm durante 7 min. 

Concentración: en el dispositivo previamente hidratado se agregaron 12 ml de la 

solución de proteína, centrifugando luego a 4.000 rpm durante 15 min. 

Este proceso se repitió la cantidad de veces necesarias para que el volumen final de 

solución sea de aproximadamente 1,5 ml. El tiempo que requiere este paso depende de cuán 

concentrada esté la solución (a mayor concentración, mayor tiempo) y de la cantidad de sales o 

compuestos que tenga la solución donde se encuentra la proteína de interés. En nuestro caso, 

se debieron realizar alrededor de 4 ciclos de 30 minutos para alcanzar un volumen final de 1,5 

ml. 

En cada evento de centrifugación se recolectó el permeado para su posterior análisis.  

Diafiltración: sobre la solución previamente concentrada se agregaron 10 ml de solución 

excipiente, centrifugando luego a 4.000 rpm durante 15 min. Este procedimiento se repitió dos 

veces más. La última centrifugación se realizó durante 40 min, a fin de obtener la proteína en un 

volumen final de 500 µl, aproximadamente. 

Regeneración de la membrana: con el objetivo de acondicionar la membrana para 

posteriores usos, se agregaron 12 ml de NaOH 0,1 N y se centrifugó a 5.000 rpm durante 7 min. 

Luego se realizó un lavado agregando 12 ml de agua y centrifugando a 5.000 rpm durante 7 min. 

Finalmente se agregaron 12 ml de etanol 20% V/V y se centrifugó durante 5 min. El volumen de 
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etanol remanente en la columna funciona como conservante de la membrana, por lo que no se 

descartó. 

Todos los eventos de centrifugación se realizaron a 4°C.  
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La cuantificación de las variantes de IFN-� -1a purificadas se llevó a cabo por medición 

� � 
 � � �� � � � � � �� � �� � 	 	 � � � � � � � 	 	 �  = 400 nm de forma similar a la descripta en la Sección 

8.3.1 de este apartado y empleando el mismo blanco de lectura. 

La pureza de la proteína se evaluó mediante SDS-PAGE con posterior coloración con azul 

brillante de Coomasie como se describe a continuación. 

 

8.5.1 Análisis de la identidad de las variantes de IFN-� -1a mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido de 

Western blot 

La identidad de las distintas variantes de IFN-� -1a en el sobrenadante de cultivo de las 

líneas CHO-K1 productoras de cada proteína fue analizada mediante PAGE con el agregado de 

dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras, seguida de un procedimiento de 

transferencia a membranas, o Western blot, para llevar a cabo una reacción de inmunodetección 

específica de la molécula de IFN. 

La electroforesis se desarrolló en base al método descripto por Laemmli (113), utilizando 

para el armado de los geles el sistema de electroforesis modular vertical Mini-Protean 3 (Bio-

Rad, EE. UU.). Todos los geles fueron realizados en condiciones desnaturalizantes, en presencia 
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� � -mercaptoetanol). Para ello, se utilizó un gel de 

apilamiento con una concentración de acrilamida/bisacrilamida de 5% (P/V) y un gel de 

separación con una concentración de acrilamida/bisacrilamida de 15% (P/V). Las muestras se 

prepararon con una solución de Tris-H�
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mercaptoetanol 5% (V/V), azul de bromofenol 0,05% (P/V), pH 6,8 (solución de siembra) en 

proporción muestra/solución de siembra de 3:1. Las muestras fueron incubadas a 100 °C 

durante 5 min para favorecer la desnaturalización de las proteínas, y sembradas directamente 

sobre el gel de apilamiento. La corrida electroforética se llevó a cabo empleando como solución 

de corrida: Tris 25 mM, glicina 0,2 M; SDS 0,1%, a un voltaje constante de 200 V, sumergiendo 
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el módulo en baño de hielo. La corrida finalizó cuando el frente de corrida alcanzó 0,5 cm del 

borde inferior del gel de separación. 

Seguidamente se realizó la transferencia de las proteínas a una membrana de PVDF (Bio-

Rad, EE. UU.), empleando el mismo equipo de Bio-Rad (transferencia sumergida). Se utilizó un 

protocolo estándar de transferencia de proteínas, empleando como solución de transferencia 

Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3, metanol 20% (V/V), a intensidad de corriente constante de 

180 mA durante 1 h, refrigerando el dispositivo en todo momento. A continuación, se realizó el 

bloqueo de los sitios de la membrana sin proteínas adsorbidas, por inmersión de la misma en 

una solución de TBS-leche descremada 5% (P/V) y Tween 0,05% (V/V) durante toda la noche. 

Luego del bloqueo, se empleó una solución de pAb, suero de conejo anti-IFN-� -1a 

diluido 1:2000 en solución diluyente de Western blot [TBS-leche descremada 0,5% (P/V) con el 

agregado de Tween 20 0,05% (V/V)]. Dicha solución se incubó en contacto con la superficie 

transferida de la membrana durante 1 hora en agitación. Posteriormente, esta solución fue 

removida. La segunda incubación se realizó de igual manera con anticuerpos de cabra anti-

inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima peroxidasa (DAKO) en una dilución 

1:1000 en solución diluyente de Western blot. Se incubó durante 1 hora en agitación y se 

removió. Por último, para el revelado se empleó el kit de quimioluminiscencia ECLTM Western 

Blotting Analysis System (GE Healthcare, EE. UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante. La 

membrana se incubó con el reactivo durante 1 min a temperatura ambiente, se escurrió y se 

colocó en un soporte de acrílico cubriéndola con un nylon para evitar el contacto del sustrato 

con la película reveladora. Finalmente, la membrana fue expuesta a una película fotográfica 

Kodak Biomax XAR Film (Kodak) en un cuarto oscuro durante 1,5-2 min. El revelado de la película 

fotográfica se efectuó en forma manual empleando el método convencional de revelado y 

fijación (Reforzador y Fijador GBX, Kodak).  

Luego de cada etapa se realizaron tres lavados con 15 ml solución de TBS-Tween 20 

0,05% (V/V). 
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El empleo de bioensayos precisos y bien caracterizados para productos biológicos es 

fundamental para su desarrollo como productos terapéuticos. Si bien existen numerosos análisis 

fisicoquímicos que proveen diversa información de interés, sólo los bioensayos permiten 
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cuantificar la actividad biológica (AB) inducida por una determinada proteína en células o 

tejidos. 

Los ensayos más utilizados para la medición de la potencia biológica de los IFNs se basan 

en su actividad antiviral. No obstante, el descubrimiento de otras actividades biológicas de esta 

citoquina ha promovido el desarrollo de bioensayos que se basan en la inhibición de la 

proliferación celular, en la regulación de funciones celulares y en funciones inmunomoduladoras 

(114). 

 

9.1.1 Actividad biológica antiviral  

Los ensayos de valoración biológica antiviral (ABAV) de los IFNs cuantifican la actividad 

inhibitoria que ejercen estas citoquinas sobre la propagación o replicación viral (115). El 

procedimiento más simple y conveniente consiste en medir la capacidad del IFN para proteger 

a las células susceptibles del efecto citopático de un virus lítico para un rango de 

concentraciones de la citoquina. Existe una gran variedad de sistemas línea celular/virus; en 

particular, en el presente trabajo se ensayó el sistema: línea celular WISH/virus VSV.  

Para realizar el ensayo, previamente puesto a punto en nuestro laboratorio (109), se 

utilizó el estándar internacional de la Organización Mundial de la Salud (OMS) para el IFN-� -1a 

producido en células CHO-K1 obtenido del National Institute for Biological Standards and 

Control (NIBSC 00/572), siguiendo la metodología que se detalla a continuación.  

La línea celular WISH fue cultivada en medio de crecimiento [MEM suplementado con 

SFB 10% (V/V)]. Cuando el cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial, las células 

se cosecharon, se contaron y se resuspendieron de manera de obtener una densidad celular de 

2,5.105 � �� � �� 
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celular en una placa de cultivo estéril de 96 pozos y se incubó durante 24 h a 37 °C.  
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de diluciones sucesivas 1:2 en medio de ensayo (medio MEM suplementado con SFB 2% (V/V)) 

del IFN-� -1a (WT) original y las variantes de IFN-� -1a junto al estándar de rhIFN-� -1a, desde una 

actividad volumétrica de 20 UI/ml hasta 0,156 UI/ml. Luego, la placa se incubó durante 6 h a 37 

°C. 
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dilución apropiada del virus (VSV) en medio de ensayo, incubándose durante 18 h hasta observar 

el máximo efecto citolítico en aquellos pozos correspondientes a las células no tratadas con IFN. 

Para revelar el ensayo, se eliminó el sobrenadante de cultivo por inversión, se escurrió 
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preparada en metanol (Merck, Alemania) 40% (V/V). Se incubó durante 15 min a 37 °C. Esta 

etapa tiene por objetivo fijar y colorear aquellas células que no fueron lisadas por el virus y, por 

lo tanto, permanecieron adheridas al sustrato. Posteriormente, se eliminó el colorante y se 

realizaron lavados con agua destilada hasta verificar ausencia del colorante en los lavados. Para 
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microtitulación que permite una homogenización de la placa previo a la lectura. 

Se graficaron los datos de absorbancia en función de los valores correspondientes de 

actividad del rhIFN-� -1a (estándar) y de las diluciones de las muestras en escala logarítmica. Se 

calcularon los valores de actividad biológica para cada una de las nuevas moléculas mediante 

comparación con el estándar utilizando el método de comparación de rectas paralelas.  

Finalmente, se determinó la actividad biológica específica (ABE) realizando el cociente 

entre la ABAV y la concentración de las variantes de IFN-� �� � 	 � �� � � ��	 � �� ��� � 
� �
� ���� � �

�
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 as (fórmula 6, 

sección 8.3.1).  

En cada ensayo, el estándar de rhIFN-� -1a y las muestras se procesaron por triplicado, 

realizándose, además, dos tipos de controles:  
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Se realizaron 8 experimentos independientes y los resultados fueron analizados mediante 

tests estadísticos apropiados. Finalmente, el valor de actividad biológica porcentual se 

determinó realizando el cociente entre las medias de las ABE de cada una de las variantes de-

inmunizadas y la media de las ABE del IFN-� -1a(WT). 
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�

�� 	  

9.2.1 Espectroscopia de DC en UV cercano y lejano 

Las variantes de IFN-� -1a fueron analizadas en un espectropolarímetro UV-Vis marca JASCO 

modelo J-1500 (Jasco Inc., Easton, USA), utilizando una cubeta de cuarzo de paso óptico de 10 
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mm y un escáner a una velocidad de 20 nm/min y un tiempo de respuesta de 1 s. Se adquirieron 

espectros de dicroísmo circular entre 250 y 320 nm (UV cercano), correspondiente a la región 

de absorción de los aminoácidos aromáticos, ó entre 190 y 240 nm (UV lejano), correspondiente 

a la región de absorción de los enlaces que componen el plano peptídico. Las muestras se 

analizaron a temperatura ambiente, en a una concentración de 0,33 mg/ml.  

Para comparación y análisis estadísticos de los espectros de DC aplicamos el método de 

distancias de Manhattan normalizada (NM) (116), utilizando la siguiente ecuación: 

 

�� 


�

�


�� � � 
 � � � 
 �� � � 
 � � �

�

� � �

 

 
Ui: Comparación de mediciones de espectro de muestra (i). 
Ri: Medición del espectro de referencia (i). 
n: Número de datos experimentales en el espectro  
 

Este ensayo fue realizado por la Plataforma Argentina de Biología Estructural y 

Metabolómica (PLABEM) (predio CONICET - Rosario). El análisis espectroscópico por DC 

aplicando el método de distancias de Manhattan se llevó a cabo en colaboración con el Dr. 

Alberto Sergio Garay, en el Laboratorio de Modelado Molecular, perteneciente a la Facultad de 

Bioquímica y Ciencias Biológicas �  UNL.  
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	 �	
  

 Con el fin de evaluar el efecto de las mutaciones introducidas sobre la inmunogenicidad 

de IFN-� -1a, se llevó a cabo un análisis experimental in vivo. Dicho estudio consistió en 

determinar la activación de linfocitos T en muestras de células esplénicas (CE) de ratones 

transgénicos incubadas en presencia de la proteína original o de sus variantes de-inmunizadas. 

El protocolo desarrollado se describe a continuación. 

 

�
#

� � � � �� �� � � 

� � � ��� ��  

Para el estudio de la respuesta inmune in vivo, se emplearon ratones transgénicos cuyo 

sistema de presentación antigénica endógeno (H2 de Clase I y II) se ha eliminado y reemplazado 

por los alelos que codifican para proteínas del CMH humano, específicamente HLA-A2 y HLA-

DR3 � �
� �

-/- H-2Db-/- 
�

� � -/- 
�

�
�

-/- 
�

� � -/-). Se utilizaron ratones transgénicos HLA-DRB1*03:01 

(7) 
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porque este alelo específico está fuertemente asociado con un alto riesgo de EM en humanos 

(117). Estos animales fueron desarrollados por Francois Lemonnier y gentilmente provistos por 

el Instituto Pasteur (París, Francia) a través de un Acuerdo de Transferencia de Materiales. La 

crianza y reproducción se realizó en el Centro de Medicina Comparada (CMC) perteneciente al 

Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICIVET-Litoral). 

Los protocolos de inmunización consistieron en tres inoculaciones intraperitoneales con 

25 µg de cada proteína: IFN-� -1a(WT) [rhIFN-� -1a (Gema Biotech, Argentina)] y dos variantes 

de-inmunizadas, espaciadas por intervalos de 14 días. Los ratones se dividieron en cuatro grupos 

conformados por siete animales cada uno, uno por cada proteína a evaluar más un grupo 

control. En la primera dosis, cada ratón se inoculó con 350 µl de una emulsión preparada al 

mezclar 175 µl de solución de la proteína diluida en PBS (o sólo PBS para el grupo control) con 

175 µl de adyuvante completo de Freund (Sigma, EE. UU.). La segunda inoculación se realizó en 

idénticas condiciones, pero empleando el adyuvante incompleto de Freund (Sigma, EE. UU.). La 

tercera y última inoculación se realizó bajo las mismas condiciones que la segunda dosis. 

Luego de transcurridos 7 días desde la última inoculación, se realizaron extracciones de 

sangre periférica empleando heparina sódica como agente anticoagulante (Fada Pharma, 

Argentina) y se sacrificaron todos los animales. A partir de las muestras de sangre se separó el 

plasma por centrifugación a 5000 rpm durante 5 min y se conservó a -70 °C, para su posterior 

evaluación en ensayos de ELISA indirecto (sección 10.7).  

Además, con el objetivo de obtener CE para ensayos de estimulación antigénica ex vivo, 

se realizó la extracción del bazo y los ganglios linfáticos de cada ratón.  

 

�
#

�
�

	 � � ��
�� � �	 �� �
�

�
� �� � �" �
�

�� ���  

Para llevar a cabo este procedimiento, el bazo y los ganglios linfáticos de cada ratón 

fueron disgregados conjuntamente en placas de Petri conteniendo 6 ml de PBS. La purificación 

de las CE presentes en estas suspensiones celulares se realizó empleando la técnica de 

aislamiento en gradiente de Fycoll-Hypaque (118). Este protocolo consistió en trasvasar la 

muestra de las diferentes suspensiones celulares en tubos cónicos de 15 ml que previamente 

contenían 2 ml de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Suecia) frío, y centrifugar durante 30 min a 

400 x g. La capa de CE se colectó en tubos cónicos de 15 ml y se lavó 2 veces con 8 ml de PBS. 

Finalmente, las CE se resuspendieron en medio RPMI suplementado y se incubaron por 24 h en 

estufa gaseada (Nuaire, EE. UU.) a 37 °C, atmósfera de CO2 al 5% y saturada de humedad. 
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Transcurrido ese tiempo, se realizaron recuentos celulares (sección 6.2) y se procedió al 

tratamiento ex vivo de las mismas con la proteína de interés. 

 

� # � � 	 � � ���� � �� �� ���" 
� ��� � � 

�� � � � � � 	 �� ��� � � �
 � �� � �" � � �� ��� � � �
 � �� ��

�	� � � � � �� � � � �
 � � ��� �� �� � �� � � � 

�� � �� ��  

Las CE se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 600.000 cél/pozo, 

utilizando 12 pocillos por cada ratón, [para evaluar cuatro condiciones diferentes por triplicado: 

control de medio (negativo), control positivo, control de excipientes, antígeno]. La estimulación 

antigénica se realizó con 5 µg de cada proteína (IFN-� -1a(WT) y dos variantes de-inmunizadas) 

por pocillo. El control negativo consistió en el agregado de igual volumen de PBS que el de 

solución de proteína. El control positivo se realizó empleando lectinas de Phaseolus vulgaris 

(Sigma, EE.UU.) como agente mitógeno inespecífico, a una concentración de 1 µg/ml. Todas las 

condiciones de tratamiento fueron realizadas en un volumen final de 120 µl y cultivadas durante 

72 h hasta su cosecha y posterior análisis. Los sobrenadantes de cultivo se evaluaron por medio 

de un ensayo de ELISA sándwich para la cuantificación de IFN-�  e IL-4 de ratón (mIFN-�  y mIL-4, 

respectivamente), según las metodologías descriptas en las secciones 10.4 y 10.5 de este 

apartado. 
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El ensayo de ELISA sándwich para la detección de mIFN-
�
 se basa en la captura de esta 

citoquina por parte del mAb anti-IFN-�  
� �	 �� � �
�

� �
� -mIFN-� , BD Pharmigen, EE. UU.) 

inmovilizado sobre placas de poliestireno. Luego se realiza una incubación con la muestra y 

finalmente la citoquina es detectada por medio de un mAb anti-IFN-
�
 de ratón biotinilado 

(biotin-
�

� �
�
-mIFN-

�
, Sigma, EE. UU.), el cual es reconocido por un conjugado estreptavidina-

peroxidasa. El revelado de la reacción se realiza agregando el sustrato de la enzima junto con un 

cromógeno. 

Las etapas del protocolo se describen a continuación: 

Sensibilización: se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos 

�� � �� ���
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�

�	
�����

�� � 
�
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 �
� �

� �
� -mIFN-�  (BD 

Pharmigen, EE.UU.) en solución de sensibilización [solución de Na2CO3/NaHCO3 50 mM pH 9,6]. 

Se incubó durante 1 h a 37 °C y luego toda la noche a 4 °C. 
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Bloqueo� � � � �� � � � � 
� � �� � � �� �� 
 � � ����	 � � �� � � �� �
 � � � � � � 	 � � ��	 � � � � � � � � �� � � 
� �

pozo de solución de bloqueo [solución de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma, EE.UU.) 1% (P/V) 

en PBS]. Se incubó durante 1 h a 37 °C. 

Primera incubación� �� � 	
	 
� � � � � 	 � 	 
��� � � � �� � � 
 � 
� �� � � � �� � �� � � � � � 	 � � � � 
 � �

estándar de rmIFN-
�
 (BD, EE.UU.), desde 20 ng/ml hasta 0,098 ng/ml, en solución diluyente 

[solución de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agregado de Tween 20 al 0,05% (V/V)]. Los 

sobrenadantes de cultivo de los ensayos de linfo-activación correspondientes a los controles 

(control negativo, de excipiente y control positivo) se sembraron puros y por triplicado. Mientras 

que, los sobrenadantes de cultivo correspondientes a la estimulación con la proteína (IFN-� -

1a(WT) y dos variantes de-inmunizadas) se sembraron por triplicado: puros, con una dilución 

1:5 y con una dilución 1:10. Se incubó la placa durante 2 h a temperatura ambiente, en agitación. 

Segunda incubación� �� � 	
	 
� � � � � 	 � �� � 	 � � � � �� � � 
 � � �	 ��� �� �� � 
� � � �

�� � �� �� � 	 
 � �
-mIFN-

�
 MM700B (Invitrogen, EE.UU.) en una dilución 1:1660 en solución diluyente. 

Se incubó durante 1 h a 37°C. 

Tercera incubación: 
�

� 	
�
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�

streptavidina-peroxidasa: Amdex (Sigma, EE.UU.) en una dilución 1:5000 en solución diluyente. 

Se incubó durante 1 h a 37°C. 

Reacción reveladora: se repitió el procedimiento indicado en la sección 7.1 de este 

mismo apartado. 

Cuantificación: se graficaron los valores de absorbancia en función de las 

concentraciones de rmIFN-�  empleado como estándar, en escala logarítmica. La concentración 

de las muestras se determinó interpolando los valores de absorbancia en la zona lineal de la 

curva estándar. 

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cámara húmeda. Después de cada etapa se 

realizaron cinco lavados con solución de lavado [solución de PBS con el agregado de Tween 20 

(Bio Basic, Canadá) al 0,05% V/V]. 
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El ensayo de ELISA sándwich para la detección de mIL-4 se basa en la captura de esta 

citoquina por parte del mAb anti-IL-* 
� �	 �� � �
�

� �
�
-mIL-4, Invitrogen, EE. UU.) inmovilizado 

sobre placas de poliestireno. Luego se realiza una incubación con la muestra y finalmente la 

citoquina es detectada por medio de un mAb anti-IL-4 de ratón biotinilado (biotin-�
� �

� -mIL-4, 
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Invitrogen, EE. UU.) el cual es reconocido por un conjugado estreptavidina-peroxidasa. El 

revelado de la reacción se realiza agregando el sustrato de la enzima junto con un cromógeno. 

Las etapas del protocolo se describen a continuación: 

Sensibilización: se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos 

�� � �� ��� � � �� ���	 � �� � � �� � � 
� � 
� � � 
 � � �	 � �� �� �� � 
� � � � � �� 
 � � � � � �
-hIL-4 AN-18 

(Invitrogen, EE. UU.) en solución de sensibilización [solución de Na2CO3/NaHCO3 50 mM pH 9,6]. 

Se incubó durante 1 h a 37°C y luego toda la noche a 4°C. 

Bloqueo� � � � �� � � � � 
� � �� � � �� �� 
 � � ����	 � � �� � � �� �
 � � � � � � 	 � � ��	 � � � � � � � � �� � � 
� �

pozo de solución de bloqueo [solución de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma, EE.UU.) 1% P/V 

en PBS]. Se incubó durante 1 h a 37°C. 

Primera incubación� �� � 	
	 
� � � � � 	 � 	 
��� � � � �� � � 
 � 
� �� � � � �� � �� � � � � � 	 � � � � 
 � �

estándar de rmIL-4 (Abcam, Reino Unido), desde 10 ng/ml hasta 0,078 ng/ml, en solución 

diluyente [solución de BSA 0,1% P/V en PBS con el agregado de Tween 20 al 0,05% V/V]. Todos 

los sobrenadantes de cultivo de los ensayos de linfo-activación se sembraron puros por 

triplicado (controles y estimulados con las proteínas IFN-� -1a(WT) y dos variantes de-

inmunizadas). Se incubó durante 1 h a 37°C.  

Segunda incubación� ��
�
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-mIL-4 (Invitrogen, EE.UU.) en una dilución 1:3300 en solución diluyente. Se incubó 

durante 1 h a 37 °C. 

Tercera incubación�
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�

streptavidina-peroxidasa (Amdex, Sigma, EE.UU.) en una dilución 1:5.000 en solución diluyente. 

Se incubó durante 1 h a 37°C. 

Reacción reveladora: se repitió el procedimiento indicado en la sección 7.1 del presente 

apartado. 

Cuantificación: se graficaron los valores de absorbancia en función de las 

concentraciones de rmIL-4 empleado como estándar, en escala logarítmica.  

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cámara húmeda. Después de cada etapa se 

realizaron cinco lavados con solución de lavado [solución de PBS con el agregado de Tween 20 

(Bio Basic, Canadá) al 0,05% (V/V)]. 

 

�
#
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 � �� � ��  

La magnitud de la activación de los linfocitos T en cada muestra de CE frente a las 

distintas variantes del IFN-� -1a, se estableció como un índice de estimulación (IE). El IE se define 
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como el cociente entre la concentración de la citoquina en la muestra y el valor correspondiente 

al control de excipientes.  

 Se realizó un análisis estadístico de los resultados obtenidos para analizar la existencia 

de diferencias significativas entre IFN-� -1a-(WT) y dos variantes de-inmunizadas. 

 

� # � � � 
 ��! ���� � �� �� ��!� 
� �" 	� �	����� � � � � � � �� � � � � " ��� 
� �� � � �	���
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� � � ��	� �	� � �� �� �! ���� � �� � �� �� � �� � � � � �� � � 
� �� ���� � � �
	 �� �� �� � �	  

La técnica de ELISA indirecto para evaluar la producción de anticuerpos contra las 

variantes analizadas se basó en la sensibilización de las placas de microtitulación con la proteína 

de interés (IFN-� -1-(WT) y dos variantes de-inmunizadas), seguida de la incubación con las 

muestras de plasma de ratón y posterior detección de anticuerpos unidos mediante un pAb anti-

Igs de ratón conjugado a peroxidasa. 

Las etapas del protocolo desarrollado fueron las siguientes:  

Sensibilización: se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos 
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	 �	

la inoculación de los ratones (IFN-� -1a-(WT) y dos variantes de-inmunizadas) en solución de 

sensibilización [solución de Na2CO3/NaHCO3 50 mM pH 9,6]. Se incubó durante 1 h a 37 °C y 

luego durante la noche a 4 °C. 

Bloqueo: �
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pozo de solución de bloqueo [solución de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma, EE. UU.) 1% (P/V) 

en PBS]. Se incubó durante 1 h a 37 °C. 

Primera incubación: ��
�
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muestras de plasma de ratón diluidas entre 1:50 y 1:1000, dependiendo de cada animal, en 

solución diluyente [solución de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agregado de Tween 20 al 0,05% 

(V/V)]. Se realizó un control negativo para evaluar la posible unión inespecífica de los reactivos, 
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Segunda incubación: ��
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-Igs de 

ratón conjugado a peroxidasa P0260 (Aglient, DAKO, EE.UU.)  en una dilución 1:2000 en solución 

diluyente. Se incubó durante 1 h a 37 °C. 

Reacción reveladora: se repitió el procedimiento indicado en la sección 7.1. 

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cámara húmeda. Después de cada etapa se 

realizaron cinco lavados con solución de lavado [solución de PBS con el agregado de Tween 20 

(Bio Basic, Canadá) al 0,05% (V/V)]. 
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Cuantificación: se graficaron los valores de absorbancia en función de las diluciones del 

plasma en escala logarítmica y se realizó un ajuste de los puntos obtenidos (curva sigmoidal). La 

primera dilución del plasma que presentó una absorbancia por encima del valor de cut off 

(definido como el promedio del valor del control negativo más tres desviaciones estándar) fue 

considerada como el título de la muestra. Los datos fueron analizados mediante el método de 

análisis estadístico apropiado.  
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Con el objetivo de determinar el título de anticuerpos capaces de neutralizar la ABAV in 

vitro del IFN en el plasma de ratones inmunizados con las distintas variantes de IFN-� -1a, se 

realizaron ensayos de inhibición de la actividad antiviral protectora. 

Se llevaron a cabo ensayos de valoración biológica antiviral (sección 9.1.1) realizando 

una pre-incubación (con diluciones seriadas 1:2) del plasma de ratón con una concentración 

constante de la variante de IFN-� -1a correspondiente. De esta manera, aquellos anticuerpos 

capaces de reconocer y unir al IFN en su sitio activo reducirán la capacidad protectora de la 

citoquina. Dicha reducción será más evidente en aquellos pocillos en los que el IFN se haya 

incubado con el plasma más concentrado, observándose mayor lisis celular. En contraste, 

aquellos pocillos pre-incubados con diluciones mayores de plasma presentarán mayor efector 

protector y por ende mayor viabilidad celular. 

En una placa de cultivo estéril de 96 pozos se realizaron diluciones seriadas 1:2 de las 

muestras de plasma de ratón, partiendo de diluciones iniciales 1:25, con volumen final de 50 µl. 

Luego se agregaron 50 µl de la solución de proteína (IFN-� -1a-(WT) y dos variantes de-

inmunizadas) con una actividad volumétrica de 40 UI/ml. Todas las diluciones se realizaron en 

medio de ensayo (medio MEM suplementado con SFB 2% (V/V)). La placa se incubó durante 24 

h a 37 °C y luego las mezclas plasma-IFN pre-incubadas se ��	 �
�

� � ����
�

� �
� ��

�
� � 
� � �

� 	

�

	
�

	
�

de cultivo con células WISH sembradas. Además, se realizaron un control de lisis (células no 

tratadas con IFN), un control de crecimiento (células no tratadas con IFN ni con virus) y una curva 

control sembrando cada variante de IFN-� -1a sin pre-incubar, desde una actividad volumétrica 

de 20 UI/ml hasta 0,156 UI/ml. Luego, la placa se incubó durante 6 h a 37 °C. 

Posteriormente se procedió con el ensayo de ABAV según se detalló previamente en el 

apartado 9.1.1. 
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Se graficaron los datos de absorbancia en función de las diluciones del plasma en escala 

logarítmica y se calculó el título correspondiente como la inversa del valor de la dilución 

necesaria para producir una inhibición del 50% de la actividad protectora del IFN.  

A los resultados obtenidos, se les realizó un análisis estadístico apropiado con el fin de 

determinar la existencia de diferencias significativas entre las muestras.  
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Con el fin de evaluar el efecto de las mutaciones introducidas sobre la inmunogenicidad 

de IFN-� -1a, se llevó a cabo un análisis experimental ex vivo. Dicho estudio consistió en analizar 

la respuesta inmune celular en muestras de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) 

de pacientes con esclerosis múltiple, tratadas con la proteína original o sus variantes de-

inmunizadas. El protocolo desarrollado se describe a continuación. 
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11.2.1 Ensayo de estimulación antigénica 

En primer lugar, 2,5.106 cél/ml de CMSP de dos donantes voluntarios fueron incubadas 

en medio RPMI completo, en placas de cultivo celular de 12 pocillos de fondo plano, en presencia 

de 20ug/ml de IFN-� -1a-(WT). Además, se incluyeron agentes activadores de los linfocitos T 

como controles positivos: enterotoxina B de Staphylococcus (SEB), toxina tetánica (TT) y un pool 

de péptidos de la glicoproteína Mielina Oligodendrocito (MOG) (en todos los casos a una 

concentración de 1 µg/mL, Sigma, EE.UU.). Estas incubaciones se realizaron en presencia de un 

anticuerpo de bloqueo de CD40, mAb anti-CD40 a una concentración final de 1 ug/ml (Miltenyi 

Biotec, EE.UU.). Las incubaciones se realizaron a 37 °C - 5% de CO2 durante 5 h. 

 

11.2.2 Detección de marcadores celulares vinculados con la activación 

de linfocitos T mediante citometría de flujo 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las células fueron cosechadas mediante 

centrifugación a 400 x g durante 5 min a temperatura ambiente, y resuspendidas en medio de 

cultivo RPMI completo suplementado con CaCl2 (1,5 mM) y beta-mercaptoetanol (55 µM) en 

presencia de distintos anticuerpos conjugados a fluorocromos específicos. Transcurridos 20 min 

de incubación en oscuridad, las células fueron nuevamente centrifugadas en las mismas 

condiciones y resuspendidas en el mismo medio de cultivo para proceder al análisis por 

citrometría de flujo. Las células fueron analizadas y clasificadas en un separador BD FACSAria III 

(11 colores, BD FACS Diva Software V7.0, BD Biosciences). Todos los conjugados se titularon para 

determinar su dilución óptima y volumen de tinción. En la Tabla 1 se describen los anticuerpos 

utilizados para cada marcador. 
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Antígeno Fluorocromo/Canal Clon Marca  

HLA-DR FITC L243 BD Biosciences  

CD3 V700 UCHT1 Biolegend  

CD4 BB700 SK3 Miltenyi Biotec  

CD8 BV510 SK1 Biolegend  

CD25 BV421 M-A251 Biolegend  

CD69 BV177 FN50 Biolegend  

CD137 APC 4B4-1 Biolegend  

CD154 PE 5C8 Miltenyi Biotec  

CD45RA PE-Dazzle 954 HI100 Biolegend  

CCR7 Pe-Cy7 ND Biolegend  

 

11.2.3 Ensayos de re-estimulación  

Los linfocitos T de memoria activados en cada muestra fueron aislados por medio de cell 

sorting y re-estimulados con las proteínas de interés. 

Los clones de células T CD4+CD154+ específicas para antígenos se clasificaron 

individualmente y se cultivaron para su expansión en medio RPMI completo suplementado con 

aminoácidos no esenciales (NEAA, 1x, Sigma) y ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazinaetanosulfónico (HEPES, 10mM, Sigma)) en presencia de una feeder layer constituida 

por CMSP e IL-2 (200 U/ml, Miltenyi Biotech) en placas de cultivo de 96 pocillos. Cuando 

alcanzaron una densidad celular suficiente para cubrir el fondo de la placa, las mismas se 

cosecharon y transfirieron a una placa de 48 pocillos, previamente tratada con anticuerpos anti-

CD3 (OKT3) (Miltenyi Biotech.) con medio fresco. Nuevamente, cuando las células alcanzaron la 

confluencia, 2,5.106 células fueron centrifugadas a 300 x g durante 6 min a 4°C, y transferidas a 

una placa de cultivo de 12 pocillos con medio fresco por 48/72 h. 

Para realizar el ensayo de re-estimulación antigénica, 24 h previas, se descongelaron 

CMSP de los donantes voluntarios a evaluar para obtener las CPA necesarias para la ejecución 
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del ensayo. Brevemente, se descongelaron las CMSP, se lavaron y sembraron a una densidad 

aproximada de 10.107 cél/ml en placas de 12 pocillos. Luego de 24 h las células fueron 

cosechadas y centrifugadas a 300 x g durante 10 min a temperatura ambiente, y 1.107 células 

fueron resuspendidas en medio RPMI completo e incubadas con perlas magnéticas conjugadas 

con un anticuerpo anti-CD3 (hCD3 MicroBeads, Miltenyi Biotech). La mezcla se incubó a 4°C por 

15 min y luego se separaron las perlas (unidas a las células T) de la suspensión celular por medio 

de columnas especialmente diseñas para tal fin (columnas LD, Miltenyi Biotech). Las células ricas 

en CPAs fueron cultivadas en medio RMPI completo para su posterior uso. 

Finalmente, para la re-estimulación antigénica, se cultivaron 1.106 células T CD4+CD154+, 

con la misma cantidad de CPA y se siguieron los protocolos mencionados en los apartados 11.2.1 

y 11.2.2. En esta instancia, las células fueron estimuladas con IFN-� -1a-(WT) y con las variantes 

de-inmunizadas en estudio, y se analizaron los marcadores celulares de activación de linfocitos 

T: CD69, CD137, CD154. 

En una segunda instancia se amplió la cohorte analizada (5 donantes) y se llevaron a 

cabo las estimulaciones iniciales con las tres proteínas en estudio. Finalmente, para confirmar 

los resultados obtenidos, se aislaron y re-estimularon los linfocitos T específicos de memoria 

activados por las tres proteínas en estudio. 
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Resultados  
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La de-inmunización de proteínas terapéuticas consiste en la identificación y 

modificación de residuos específicos que disminuyan la afinidad de unión al CMH-II de los 

epitopes reconocidos por células T, con el menor impacto posible en la estructura proteica y la 

función biológica. 

Con el objetivo de estudiar la inmunogenicidad potencial de IFN-� -1a, se realizó un 

análisis minucioso de su secuencia de aminoácidos, empleando el conjunto de herramientas 

inmunoinformáticas EpiMatrix (62). 
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Asimismo, mediante la herramienta Optimatix se identificaron aquellos aminoácidos 

más relevantes en la inmunogenicidad de cada péptido, y se realizaron reemplazos iterativos 

por residuos que permitan reducir su potencial inmunogénico y al mismo tiempo no produzcan 

una disrupción en la estructura y/o función de la proteína en su conjunto, conocimiento 

procedente de la bibliografía en relación a la identificación de aquellos residuos críticos para la 
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la introducción de hasta ocho mutaciones en su secuencia: N25P; L28P; Y60H; N65H; S74L; 

F111L; M117T; N158E. Estas modificaciones fueron introducidas para generar dos variantes de 

la proteína: IFN-� -1a(VAR1) que contiene las cuatro mutaciones con mayor impacto en la 

inmunogenicidad: N25P; Y60H; M117T; N158E; e IFN-� -1a(VAR2) que contiene las ocho 

mutaciones antes mencionadas. 

En la Tabla 2 se describe el impacto que genera cada una de las mutaciones en la 

inmunogenicidad potencial de la proteína.  
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Mutación 
Cambio en el score de 

Inmunogenicidad 

 N25P   8.25  

 L28P   5.48  

 Y60H   6.23  

 N65H   3.14  

 S74L   1.03  

 F111L   1.91  

 M117T   6.16  

 N158E   15.06  
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Posteriormente, se analizó la estabilidad de cada variante a partir del cálculo de la �� G, 

la cual se determinó empleando el software dg_monomer4, incluido en el paquete 

bioinformático Rosetta5. En particular, los resultados de � � G para las variantes fueron � � G IFN-

� -1a(VAR1) = 18.569 y � � G IFN-� -1a(VAR2) = 3.044. Sorprendentemente, IFN-� -1a(VAR2) que 

contiene el mayor número de mutaciones (n=8) resultó ser la menos afectada en términos de 

estabilidad. 
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Los biofármacos presentan una elevada complejidad, por lo que en numerosos casos no 

pueden ser producidos en sistemas procariotas o eucariotas simples, como hongos o levaduras. 

Este es el caso de las proteínas glicosiladas similares a las humanas, que requieren de una 

maquinaria metabólica pos/co-traduccional sólo presente en células animales. Asimismo, es 

necesaria la generación de líneas celulares estables que constituyan una fuente permanente e 

ilimitada de la proteína de interés. Esto puede llevarse a cabo empleando partículas lentivirales, 

las cuales actúan como vectores de transferencia del material genético al genoma celular. 

Con el objetivo de obtener líneas celulares estables productoras de las variantes de IFN-

� -1a, en una primera instancia, se ensamblaron partículas lentivirales en células HEK 293T/17, 

mediante transfección mediada por lípidos catiónicos. Para ello, se transfectaron las mismas con 

cuatro plásmidos: pRSR-Rev, expresado durante el empaquetamiento para inducir la 

exportación nuclear del vector de transferencia; pMD2G, que codifica la proteína G de la 

envoltura del virus VSV, necesaria para la entrada de la partícula viral a la célula; pMDLg/pRRE, 

que codifica las proteínas necesarias para el empaquetamiento del vector e integración en el 

genoma; y los plásmidos de transferencia pLV-pLK, que contienen las secuencias que codifican 

las proteínas de interés IFN-� -1a-(VAR1) e IFN-� -1a-(VAR2) y que además confieren a las células 

transducidas resistencia al antibiótico puromicina. Al cabo de 48 h, se cosecharon los 

sobrenadantes de cultivo conteniendo las partículas lentivirales y se utilizaron para transducir 

células CHO-K1. Con el fin de enriquecer el cultivo con aquellas células que presentan una mayor 

expresión de las proteínas de interés, las líneas fueron sometidas a un proceso de presión 

selectiva con concentraciones crecientes de antibiótico. Se comenzó a presionar el cultivo con 

�
�	

� �
�

�
����	

�
�� � 
�

� �
�

� /ml de puromicina y se aumentó de manera gradual la concentración 

del agente de selección hasta observar la muerte de todas las células o una disminución de la 

productividad de las moléculas. 

Con el fin de analizar la producción de las proteínas en estudio en sobrenadantes de 

cultivo se procedió a plaquear, en placas de 6 pocillos, 400.000 cél/ml de células productoras de 

cada variante (1 y 2) de IFN-� -1a en medio DMEM HAM´s F12 5% SFB. Luego de 24h, se cambió 

el sobrenadante de cultivo por medio DMEM HAM´s F12 0,5% SFB. Posteriormente, se cosechó 

el sobrenadante a las 48h pos-cultivo, para realizar los análisis correspondientes. Este 

procedimiento se realizó con los sobrenadantes de cultivo de las células productoras 

presionadas con 200 y 300 ug/ml de puromicina. 
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El análisis de la producción de las diferentes variantes de-inmunizadas de IFN-� -1a se 

realizó mediante un ensayo de ELISA sándwich utilizando rhIFN-� -1a comercial como estándar 

de referencia. Las concentraciones obtenidas resultaron de 400 - 800 ng/ml para ambas 

variantes. Resulta conveniente destacar que estas concentraciones de proteína resultan 

insuficientes para llevar a cabo los procesos de purificación a mayor escala. 

Para poder resolver este inconveniente, se propuso llevar a cabo nuevos eventos de 

transducción, empleando como línea celular de partida aquellas generadas en la etapa previa y 

presionadas con 200 ug/ml de puromicina, siendo esta condición de selección la que en el 

ensayo anterior (resultado no mostrado) arrojó las mayores concentraciones de las proteínas en 

estudio. Por medio de la estrategia propuesta se pudo mejorar notablemente la producción de 

proteína en sobrenadante de cultivo, alcanzando concentraciones de 15.000 - 20.000 ng/ml para 

IFN-� -1a(VAR1) y 10.000 ng/ml para IFN-� -1a(VAR2). Estos valores de concentración proteica 

son acordes a los pretendidos para llevar a cabo la producción y purificación de las proteínas a 

mediana escala. 
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La obtención de las moléculas de IFN-� -1a con elevado grado de pureza constituyó una 

etapa clave para su posterior caracterización. 

La purificación de las variantes de IFN-� -1a a partir de sobrenadantes de cultivo se 

realizó empleando, en una primera instancia, una matriz de pseudo-afinidad Blue-Sepharose 

empaquetada en una columna XK 16/20. Se emplearon 7 ml de resina sin uso previo, la cual 

permite purificar por cada ml de resina, 50 ml de sobrenadante. Se realizaron 8 y 11 ciclos de 

purificación para las variantes 1 y 2 respectivamente, realizando sucesivos ciclos de sanitización 

entre la purificación de una variante y la siguiente, utilizando un cromatógrafo ÄKTA Start. Se 

obtuvo un pico de elución en las fracciones 2 a 4, las cuales fueron colectadas y conservadas 

entre 2 y 8°C al abrigo de la luz para el próximo paso de purificación. 

Los detalles técnicos y el procedimiento de la técnica de purificación no se informan 

dado que es un protocolo cedido gentilmente por una empresa y se respeta en esta instancia la 

confidencialidad. 

En la Figura 12 se presenta, a modo ilustrativo, el proceso cromatográfico de pseudo-

afinidad de IFN-� -1a(VAR1). 
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movilidad electroforética similar a la de la proteína original, IFN-� -1a(WT) (rhIFN-� -1a 

comercial), de aproximadamente 22 kDA, que corresponde al tamaño molecular original. Las 

concentraciones de las proteínas luego de cada proceso de purificación, el rendimiento y la 

recuperación se muestran en la Tabla 3. La concentración de cada una de ellas se realizó por 

������� � �� 
 �� 	
� �� 	��
 	
 �� � � ����� �� 	 � � ����  nm (fórmula 6; sección 8.3.1; apartado 

Materiales y Métodos). Se obtuvieron 1,4 mg de IFN-� -1a(VAR1) y 2,1 mg de IFN-� -1a(VAR2). 

 

Tabla 3. Determinación de la recuperación (R) de las purificaciones de IFN-� -1a(VAR1) e IFN-� -
1a(VAR2) mediante los procesos de cromatografía de alta eficacia y diafiltración. 

Cromatografía de alta eficacia 

Muestra Volumen 
(ml) 

Concentración 
(mg/ml) 

Masa 

(mg) 

Recuperación 
(%) 

IFN-� -1a(VAR1) 66 0,1 2,888 44 

IFN-� -1a(VAR2) 99 0,1 4,498 45 

 

Diafiltración 

Muestra Volumen 
(ml) 

Concentración 
(mg/ml) 

Masa 

(mg) 

Recuperación 
(%) 

IFN-
�
-1a(VAR1) 95 0.03 1,4 50 

IFN-
�
-1a(VAR2) 155 0.03 2,1 45 
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Con el fin de confirmar la identidad de las variantes de IFN-
�
-1a purificadas, se realizaron 

ensayos de Western Blot. Para tal fin, se empleó la proteína recombinante rhIFN-� -1a (IFN-� -

1a(WT)) comercial como referencia. 

En primer lugar, 1 ug de cada proteína fueron analizados mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida (PAGE) con el agregado de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en 

condiciones reductoras. Para llevar a cabo la reacción de inmunodetección específica del IFN-
�
-
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Tabla 4. Comparación de las distancias de Manhattan entre las variantes de IFN-� -1a. 

 ����� � ��� � � � 	� �
� ��� �  

� � 
� ��� � �� �  �� � � �� � �  �� � � ��� ��  

��� � � ���� � ! � � �� � � � ����"# �!  $%$& '(  $% $) $(  

��� � � ���� � ! � � �� � � � ����"#*!  $%$& + +  $% $& , +  

� �� � � �����"# �! �� �� � � �����"# *!
 

$%$ $& -  
$% $$(,

 

 

. �  /01 231 �) 4 + 5 / 2 1 ) + 63 + 78 / + )�) 51 5 )+ 0 ) 07 5 / )* + ,-, � � 9 : 3: 01 ; ) 1 + < /:

5 / , )+ 63 + ) =1 51:  

Una estrategia atractiva para evaluar la inmunogenicidad in vivo de proteínas de uso 

terapéutico humano se basa en el uso de ratones transgénicos HLA-DRB1. Este modelo animal 

permite caracterizar o evaluar respuestas inmunitarias con una elevada correlación con los 

resultados observados en los ensayos clínicos en humanos. Estos animales poseen el 

background genético de la cepa C57BL/6 pero carecen del sistema de presentación antigénica 

murino y en su lugar expresan los alelos del CMH humano HLA-A*0201 y HLA-DRB1*0301 y, por 

lo tanto, las respuestas de células T están restringidas por estas moléculas (82, 83). Una 

limitación que presenta el modelo empleado radica en que la presentación antigénica mediada 

por un único alelo HLA da como resultado respuestas policlonales poco robustas y con limitada 

maduración de la afinidad (81). Por este motivo, a los efectos de alcanzar una respuesta inmune 

detectable, el plan de inmunización empleado en este trabajo incluyó el uso de adyuvantes 

completo e incompleto de Freund. 
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En la respuesta inmune T dependiente, uno de los eventos imprescindibles para la 

activación del linfocito T CD4+ es el reconocimiento específico de alguno de los complejos 

péptido-molécula del CMH-II presentes en la membrana de las CPAs. Durante este proceso de 

activación, las CPAs producen diferentes citoquinas que polarizan el perfil efector de los 

linfocitos T CD4+. Para el caso de las proteínas terapéuticas, los perfiles T-helper1 (Th1) y T-

helper2 (Th2) son los que se establecen con mayor frecuencia y, por lo tanto, son los más 

estudiados en el análisis de la inmunogenicidad de las mismas (65). El perfil efector Th1 se 

caracteriza por la producción de IFN-� , mientras que el perfil Th2 produce citoquinas tales como 

IL-4, IL-5 e IL-13, entre otras. Es por esto que la detección de estas citoquinas permite inferir y 

correlacionar la respuesta inmune celular contra un bioterapéutico. 

Teniendo en cuenta lo descripto anteriormente, la evaluación final de la respuesta 

inmune generada por las células T frente a la estimulación ex vivo de las células esplénicas 

aisladas de ratones inmunizados se realizó a partir de la cuantificación de las citoquinas IFN-�  e 

IL-4. 

Para cumplir este objetivo, se inmunizaron 4 grupos de 8 animales cada uno, con las 

proteínas IFN-
�
-1a(WT), IFN-

�
-1a(VAR1) e IFN-

�
-1a(VAR2) respectivamente, y un grupo control 

(excipiente). Luego, analizamos las respuestas in vitro específicas de células T, inducidas por los 

interferones, en las muestras de células esplénicas, mediante ensayos de ELISA sándwich 

(sección 10.4, apartado Materiales y Métodos). 

Para realizar la cuantificación de IFN-Y �� N 
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concentración de la citoquina en las muestras se determinó interpolando los valores de 

absorbancia en la zona lineal de la curva estándar. 

La magnitud de la activación de los linfocitos T frente a las distintas variantes del IFN-
�
-

1a se estableció como un índice de estimulación (IE), definido como el cociente entre la 

concentración de citoquina en la muestra y el valor correspondiente al control de excipiente. En 

la Tabla 5 se representan los IE obtenidos para las proteínas de interés. Como se puede observar, 

los IE alcanzados en ratones inoculados con IFN-
�
-1a(WT) mostraron valores muy superiores a 

los obtenidos en los animales tratados con las variantes de-inmunizadas. Este resultado pone de 

manifiesto el éxito de la estrategia de de-inmunización del IFN-� -1a.  
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La respuesta inmune de tipo T dependiente frente a la administración de un 

bioterapéutico en un paciente involucra la generación de células B de memoria y células 

plasmáticas de larga vida, capaces de sostener la producción de elevados títulos de anticuerpos 

durante períodos prolongados. En numerosos casos, estos anticuerpos presentan la capacidad 

de neutralizar la actividad biológica del terapéutico (20, 46, 47, 49-51). Está demostrado que 

estos anticuerpos pueden afectar la efectividad y seguridad de la terapia. Es por esto, que la 

evaluación de la respuesta inmune humoral in vivo contra la proteína terapéutica ha alcanzado 

tal relevancia en la actualidad que se ha convertido en un requerimiento fundamental en el 

control de calidad a nivel pre-clínico y clínico. Por este motivo, la evaluación de la respuesta in 

vivo humoral contra las proteínas en estudio resulta muy relevante. 

Por lo antes expuesto, y dada la estrecha relación entre la respuesta inmune mediada 

por células T y la generación de anticuerpos, se determinó el título de anticuerpos específicos 

contra las proteínas IFN-� -1a(WT), IFN-� -1a(VAR1) e IFN-� -1a(VAR2), en muestras de plasma de 

los animales inmunizados. Este objetivo se llevó a cabo por medio de un ensayo de ELISA 

indirecto (sección 10.7, apartado Materiales y Métodos). En la Figura 20 se observan las gráficas, 

para cada grupo de animales, de los valores de absorbancia en función del logaritmo de las 

diluciones del plasma. Todas las muestras de plasma evidenciaron presencia de anticuerpos 

específicos anti-IFN-� -1a. 

Estos resultados fueron analizados por medio de un test estadístico, prueba de Kruskal-

Wallis, que permitió concluir que, como el p-Valor es menor a 0,05 (Valor-P = 0,043018) existen 

diferencias significativas entre las medianas de los títulos de anticuerpos totales anti-IFN-
�
-1a 

para un nivel de confianza del 95%. En adición, el gráfico de cajas y bigotes demuestra que, al 

no observarse solapamiento entre los cortes de las muescas, existen diferencias significativas 

entre la mediana de IFN-�
-1a(WT) y las medianas de IFN-

�
-1a(VAR1) e IFN-

�
-1a(VAR2) (Figura 

21). 

Con el objetivo de determinar el título de anticuerpos neutralizantes en el plasma de 

ratones inmunizados con las distintas variantes de IFN-
�
-1a, se realizaron ensayos de inhibición 

de la actividad antiviral protectora. Se llevaron a cabo ensayos de valoración biológica antiviral 

realizando una pre-incubación (con diluciones seriadas 1:2) del plasma de ratón con una 

concentración constante de la variante de IFN-� -1a correspondiente (sección 10.8, apartado 

Materiales y Métodos). De esta manera, aquellos anticuerpos capaces de reconocer y unir al IFN 

en su sitio activo reducirán la capacidad protectora de la citoquina. Dicha reducción será más 
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Los clones de linfocitos T de memoria activados en cada muestra fueron aislados por cell 

sorting y re-estimulados con la proteína original IFN-� -1a(WT), y con sus variantes de-

inmunizadas IFN-� -1a(VAR1) y IFN-� -1a(VAR2). En estos ensayos, se utilizó como control 

positivo a las células tratadas con el mitógeno PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) y como 

controles negativos a las células sin tratamiento o tratadas con excipientes. Los marcadores de 

activación de linfocitos T utilizados en esta instancia fueron CD69 y CD154. 

En la Figura 24 se observan los resultados de la re-estimulación. Los valores se expresan 

en porcentaje de linfocitos T activados con respecto a la muestra tratada sólo con excipientes. 

El IFN-� -1a(WT) indujo una elevada activación linfocitaria y superior a la observada para las 

variantes de-inmunizadas de la proteína. Resulta de particular interés la menor activación 

linfocitaria observada para IFN-� -1a(VAR2) con respecto a IFN-� -1a(VAR1), lo cual se 

correlaciona con los resultados obtenidos mediante el análisis in silico. 

En una segunda instancia se amplió la cohorte analizada incorporando muestras de 

CMSP de cinco donantes más (Donantes 3 a 7) y se llevaron a cabo las estimulaciones iniciales 

con las tres proteínas en estudio. En la Tabla 7 se muestran los resultados alcanzados al analizar 

la activación linfocitaria a partir de la determinación del marcador CD69. Con excepción del 

donante 6, las muestras de CMSP de los pacientes con esclerosis múltiple mostraron una mayor 

activación linfocitaria al ser incubadas en presencia del IFN-� -1a(WT), en comparación con las 

variantes de-inmunizadas. Estos resultados confirman la hipótesis de una menor 

inmunogenicidad como consecuencia de las mutaciones introducidas en la secuencia del 

interferón original. 

Luego, para confirmar estos resultados, se aislaron los clones de linfocitos T específicos 

de memoria del donante 4 activados por las tres proteínas en estudio y se re-estimularon 

nuevamente con IFN-� -1a(WT), IFN-� -1a(VAR1) e IFN-� -1a(VAR2). 

En la Figura 25 se representan los valores porcentuales (con respecto a los excipientes) 

de los linfocitos T de memoria del donante 4 y específicos para IFN-� -1a(WT) re-estimulados con 

IFN-� -1a(WT). En este caso los marcadores de activación de linfocitos T utilizados fueron CD69, 

CD137 y CD154. Como se puede observar, y consistente con los resultados representados en la 

Figura 24, la re-estimulación de los linfocitos T específicos con IFN-� -1a(WT) condujo a un mayor 

porcentaje de activación que al ser re-estimulados con las proteínas de-inmunizadas. 

En las Figuras 26 y 27 se muestran los valores porcentuales de linfocitos T de memoria 

del donante 4 y específicas para IFN-� -1a(VAR1) e IFN-� -1a(VAR2), respectivamente, re-

estimuladas con las distintas variantes de IFN-� -1a. 
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Tabla 7.  Porcentaje de activación de linfocitos T vírgenes y de memoria en muestras de CMSP de 
pacientes con esclerosis múltiple. Análisis por citometría de flujo utilizando el marcador CD69. 

Donante 3 

                                               Linfocitos T 
                                              (Virgen) 

            Linfocitos T 
           (Memoria) 

IFN-� -1a(WT)   1,44                   0,39 

IFN-
�
-1a(VAR1)   1,30                   0,38 

IFN-� -1a(VAR2)   0,79                   0,02 

 

Donante 4 

                                               Linfocitos T 
                                               (Virgen) 

                    Linfocitos T 
    (Memoria) 

IFN-
�

-1a(WT)            0,41                    1,21 

IFN-� -1a(VAR1)            0,08            0,43 

IFN-� -1a(VAR2)    0,07            0,34 

 

Donante 5 

                                               Linfocitos T 
                                            (Virgen) 

Linfocitos T 
(Memoria) 

IFN-� -1a(WT)   1,12            0,47 

IFN-� -1a(VAR1)   0,13            0,16 

IFN-
�
-1a(VAR2)   0,16            0,25 

 

Donante 6 

                                            Linfocitos T 
                                        (Virgen) 

  Linfocitos T 
   (Memoria) 

IFN-� -1a(WT)          0,04            0,60 

IFN-
�
-1a(VAR1)     -            0,71 

IFN-� -1a(VAR2)     -                    0,79 

 

Donante 7 

                                        Linfocitos T 
                                      (Virgen) 

                  Linfocitos T 
(Memoria) 

IFN-
�

-1a(WT)           0,13             0,19 

IFN-� -1a(VAR1)           0,03             0,08 

IFN-
�
-1a(VAR2)   0,04             0,15 
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Discusión  
 

Las proteínas recombinantes de uso terapéutico han cambiado drásticamente el 

panorama de los tratamientos para muchas enfermedades, proporcionando terapias altamente 

específicas y eficientes. Los medicamentos basados en proteínas recombinantes son una de las 

clases de moléculas de fármacos de más rápido crecimiento, que incluyen más de 250 proteínas 

utilizadas clínicamente para diversas indicaciones. Los avances en la tecnología de producción 

de proteínas en forma recombinante no sólo allanaron el camino para un suministro masivo de 

proteínas terapéuticas, sino que, además, mejoraron los perfiles de seguridad al eliminar la 

transmisión viral que puede ocurrir con proteínas aisladas de fuentes naturales. Además, la 

comprensión de la enfermedad a nivel molecular contribuyó al crecimiento de las terapias 

basadas en proteínas, al identificar moléculas claves que afectan la gravedad o la progresión de 

la enfermedad y aprovechan su potencial terapéutico para proporcionar un tratamiento más 

apropiado (125). 

Lamentablemente, la utilidad clínica de muchas proteínas terapéuticas ha sido socavada 

por el potencial desarrollo de respuestas inmunes no deseadas contra el producto. La incidencia 

de la inmunogenicidad de varios productos de eficacia comprobada está bien documentada, y 

algunos han fallado incluso antes de llegar a los ensayos clínicos (125). 

La evaluación y mitigación de la inmunogenicidad es un área compleja que abarca 

diversas metodologías: 
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La inmunogenicidad de proteínas terapéuticas puede causar reacciones de 

hipersensibilidad o anafilaxis, entre otros efectos indeseados. El desarrollo de anticuerpos 

antidroga (ADAs) puede limitar la eficacia e impactar negativamente en la seguridad, 

obstaculizando la utilidad clínica de la proteína (125). Por lo tanto, el estudio de tal característica 

constituye un análisis crítico en el desarrollo de nuevos productos terapéuticos, siendo incluso 

requerido para la aprobación de los mismos por las principales agencias regulatorias a nivel 

mundial (127). En efecto, durante las últimas décadas, organismos internacionales, como la FDA 

en Estados Unidos y la EMA en Europa, han elaborado guías detalladas que incluyen 

lineamientos y especificaciones acerca de cómo abordar el estudio de la inmunogenicidad de los 

productos biológicos, en las distintas etapas de su desarrollo. Dentro de estas recomendaciones, 

el análisis predictivo de la inmunogenicidad de secuencias proteicas y su validación por medio 

de estudios in vitro e in vivo se destacan como estrategias que no necesariamente reflejarán 

exactamente la respuesta inmune en humanos, pero que permiten determinar con cierta 

precisión el riesgo de inmunogenicidad del producto en etapas pre-clínicas del desarrollo (1-3, 

128, 129). 

Por lo tanto, teniendo en cuenta la importancia del análisis de la inmunogenicidad de 

los productos biológicos innovadores, en el presente trabajo de Tesis se emplearon 

herramientas inmunoinformáticas para analizar la inmunogenicidad del IFN-� -1a. 

La administración de IFN-�
	� �
� �	 ��� � �� �� � �	
��� �
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Múltiple, enfermedad autoinmune caracterizada por una cascada inflamatoria que 

generalmente es desencadenada por linfocitos T autorreactivos circulantes que atacan los 

nervios del sistema nervioso central (SNC). Este escenario inflamatorio generalmente culmina 

con la desmielinización y pérdida axonal (30). 

Si bien el uso de IFN-�
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décadas, un número significativo de pacientes desarrolla anticuerpos neutralizantes contra el 

medicamento, lo cual puede comprometer tanto la eficacia del tratamiento como la seguridad 

del paciente (120-122). La incidencia de este fenómeno es variable y depende de múltiples 

factores, incluyendo el producto, la dosis, la vía de administración y los contaminantes del 

producto, entre otros. Está ampliamente aceptado que el IFN-� -1b producido en E. coli induce 

la formación de anticuerpos neutralizantes en una proporción mayor de pacientes que los 

productos derivados de células CHO (45). De hecho, las impurezas que modulan la respuesta 

inmune innata (IIRMIs, por sus siglas en inglés) detectadas exclusivamente en productos 

fabricados en bacterias, desencadenaron la activación de la vía NF-�
4 	
 
� ���� � �

2 � -293 que 
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expresan los receptores inmunológicos TLR2 y TLR4 (130). Además, recientemente se demostró 

que esas IIRMIs detectadas en un producto terapéutico derivado de E. coli pueden modular la 

expresión de genes específicos involucrados en funciones biológicas (114). La vía de 

administración también puede desempeñar un rol importante en la inmunogenicidad del IFN-� �

Por ejemplo, cuando este medicamento se administra a pacientes con enfermedades virales o 

cáncer, la vía intravenosa es menos inmunogénica que las vías intramuscular y subcutánea (131, 

132). 

Si bien las respuestas mediadas por anticuerpos han sido ampliamente caracterizadas, 

es escaso el conocimiento sobre las respuestas específicas de células T hacia el IFN-� � 
	
 	�� � ���

para dicha respuesta inmune humoral. Un estudio exhaustivo que involucró a 23 pacientes con 

esclerosis múltiple tratados con IFN-� �  ��	
	� �	�� ��� ��� �� 
 � 
� � 
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 �	���� � 
������� � � 	 ' 	��

la presencia de dos regiones inmunodominantes reconocidas por células T en la secuencia de 

IFN-� -1a. Mientras que la primera (que abarca las posiciones 1-40) provocó una respuesta en 

todos los pacientes, la segunda (que comprende las posiciones 125-159) indujo una fuerte 

respuesta de células T preferentemente en los pacientes en los que se detectaron anticuerpos 

anti-droga (124). 
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Mediante ensayos de unión a péptidos, se han identificado tres alelos de HLA de clase II 

asociados con el desarrollo de anticuerpos contra IFN-� �
� 5 � -DRB1*0401, HLA-DRB1*0408 y 

DRB1*0701) (63, 70, 84, 133). Además, se han identificado ciertos alelos HLA asociados a un 

mayor riesgo de desarrollo de EM, mientras que otros pueden ejercer un efecto protector. En 

particular, los alelos HLA-DRB101:03 y HLA-DRB101:15 mostraron una fuerte asociación con el 

riesgo de desarrollar EM. En contraste, los alelos HLA-DRB101:01 y HLA-DRB101:11 mostraron 

un papel protector contra la enfermedad. Además, también se ha encontrado una asociación 

entre el tipo de alelo HLA y un mayor riesgo de fracaso en el tratamiento (117). Estos resultados 

sugieren que la tipificación de alelos HLA en pacientes con esclerosis múltiple podría 

proporcionar un método preciso para identificar a aquellos sujetos que probablemente 

desarrollen anticuerpos contra IFN-�
! � �� �� �� � 
 �� � 	� � �	

%
	�� � 


 considerarse terapias 

alternativas.  

En el presente trabajo, para analizar la inmunogenicidad potencial del IFN-� -1a se 

empleó el paquete de herramientas inmunoinformáticas desarrollado por la compañía EpiVax 

Inc. El estudio in silico de la inmunogenicidad global arrojó un elevado score de inmunogenicidad 
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para la proteína en estudio. Este resultado es consistente con datos clínicos previamente 

reportados donde, luego de la administración de INF-� � � 	 �	� 	
�� �� 
 	� 	 ' ��� � 
� ' 	 �	� �	

anticuerpos neutralizantes (120-123). A su vez, para identificar los epitopes inmunodominantes 

reconocidos por células T en la secuencia de IFN-� -1a, se utilizaron los algoritmos EpiMatrix y 

ClustiMer. La evaluación de la inmunogenicidad potencial de cada péptido se lleva a cabo frente 

a un panel de ocho alelos prototípicos del HLA-DRB1 (DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0401, 

DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1*1301, y DRB1*1501) que representan el 90% de la 

diversidad de moléculas del CMH-II en la población mundial (70). 

Luego, mediante la herramienta ClustiMer, se lograron identificar cuatro clústeres, 

regiones que presentan gran contenido de epitopes con elevada probabilidad de unión a las 

moléculas del HLA, donde dos de ellos se solapan con secuencias de epitopes 

inmunodominantes reconocidos por células T, reportadas previamente en la bibliografía (124).  

Mientras que las células T comienzan su camino hacia la maduración en el timo, su destino sólo 

se alcanza en la periferia. Ese proceso comienza cuando las células T vírgenes interactúan con el 

complejo CMH-péptido en la superficie de las células presentadoras de antígeno a través del 

receptor de células T. Así se desencadena una serie de eventos moleculares, lo que resulta en la 

expresión diferencial de marcadores funcionales y fenotípicos que permiten distinguir 

experimentalmente un tipo de célula T de otro. Las respuestas estimuladoras e inhibitorias son 

mediadas por las células T efectoras y las células T reguladoras, respectivamente. En general, las 

células T efectoras producen una respuesta inflamatoria para eliminar infecciones, mientras que 

las células T reguladoras generan una respuesta supresora que promueve la tolerancia 

inmunológica. Es por esto que pueden existir epitopes que sean presentados a las células T para 

estimular células T reguladoras en lugar de células T efectoras. Estos epítopos de células T 

reguladoras, denominados Tregitopos, cuando se incuban junto con un antígeno objetivo, 

inducen autotolerancia, lo que podría explicar la relativamente menor inmunogenicidad de los 

anticuerpos humanizados. De hecho, en un trabajo utilizando las herramientas Epimatrix, se 

encontró que la inmunogenicidad de los anticuerpos monoclonales terapéuticos está 

correlacionada con su contenido de Tregitopos. Una implicación importante de este concepto 

es que otras proteínas autólogas también pueden contener epitopes reconocidos por células T 

reguladoras. Por lo tanto, los epitopes reconocidos por las células T reguladoras también deben 

ser considerados al abordar la inmunogenicidad de las proteínas (60, 134). 

La siguiente instancia en el diseño de las variantes de-inmunizadas de IFN-� -1a involucró 

la modificación de aquellos aminoácidos que más contribuyen en la inmunogenicidad de cada 

péptido completo, analizando asimismo la posibilidad de realizar cambios conservativos en la 

molécula, es decir, evitando la introducción de mutaciones que generen disrupciones 
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estructurales y/o funcionales en la misma. Esta tarea fue desarrollada a partir de la combinación 

manual de los datos provenientes del análisis in silico y de la información recabada de la 

bibliografía relacionada con la identificación de aquellos residuos críticos para la actividad del 

IFN-� (88). Luego, basándonos en estos resultados, seleccionamos un total de ocho mutaciones 

que fueron introducidas en la secuencia de IFN-� -1a para generar dos variantes de-inmunizadas 

de IFN-� -1a en células CHO, denominadas IFN-� -1a(VAR1) y IFN-� -1a(VAR2). 
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Durante la etapa de producción de las muteínas de-inmunizadas, se analizaron los 

niveles de expresión de proteína por medio de ensayos de ELISA sándwich. Si bien la resistencia 

a la presión con puromicina fue la esperada para todas las líneas celulares, se registraron bajos 

niveles de concentración de proteína en los sobrenadantes de cultivo de las líneas celulares 

productoras de IFN-� -1a(VAR1) y IFN-� -1a(VAR2). Estos bajos niveles de expresión podrían 

deberse a factores relacionados con el proceso de integración del transgén y a elementos 

regulatorios involucrados en el control transcripcional, número de copias del transgén 

introducidas y sitio de integración en el genoma, procesamiento del ARN, entre otros (135).  

Para algunas proteínas un único ciclo de transducción permite lograr una línea celular 

con el máximo potencial productivo y agregar copias de genes adicionales no mejora la 

producción de la línea celular. Sin embargo, en otros casos, al aumentar las copias de genes a 

través de transducciones sucesivas, no sólo se incrementa el número de insertos transgénicos, 

sino que también se mejoran los niveles de producción de los clones celulares (136). Teniendo 

en cuenta las cantidades de proteína requeridas en los ensayos posteriores y que los procesos 

de purificación a mayor escala poseen un bajo porcentaje de recuperación, se planteó llevar a 

cabo eventos de re-transducción de las líneas celulares productoras para evaluar si, de esta 

manera, se lograba incrementar la productividad de las líneas celulares y reducir los tiempos de 

producción. Efectivamente, por medio de la estrategia propuesta se logró mejorar la producción 

de las proteínas en los sobrenadantes de cultivo.  

En los sobrenadantes, junto con la proteína de interés, se encuentran diversos 

contaminantes que deben ser removidos durante el proceso downstream. Esta etapa cumple un 

rol crucial en la obtención de una proteína recombinante, dado que la misma suele encontrarse 

en bajos niveles y acompañada de otras proteínas. Remover todas las impurezas, agregados y 

contaminantes que acompañan a la proteína de interés en el medio de cultivo es concluyente 

para la continuidad de los ensayos. Como ya se ha mencionado, las impurezas y el estado de 



                                                                                                                                                                           Discusión 

123 
 

agregación de la proteína, además de otros factores, pueden afectar la inmunogenicidad de la 

proteína y consecuentemente la generación de ADAs. Por otra parte, en algunos casos, las 

impurezas pueden actuar como adyuvantes, exacerbando la inmunogenicidad de la proteína 

terapéutica (63). En un estudio realizado por Barbosa y colaboradores, donde los pacientes 

fueron tratados con tres formulaciones diferentes de IFN-� ���� 
� 	 �� ���� �	��� �� � �	 � � 	��� �

se observó variabilidad en la respuesta y en la propagación de la inmunogenicidad. Los autores 

le atribuyen este resultado, entre otras fuentes de variabilidad, al efecto de la agregación 

diferencial y las impurezas presentes en cada formulación (137). 

Se han descripto diversos procedimientos para la purificación de interferones. En este 

trabajo, para cumplir con los objetivos de pureza propuestos, se llevaron a cabo tres etapas de 

concentración y purificación de las proteínas. Mediante protocolos adecuados de purificación 

se lograron obtener las proteínas con un elevado grado de pureza. Desde el punto de vista de la 

masa molecular aparente, los resultados obtenidos fueron los esperados. Si bien ambas 

variantes exhibieron una banda principal con similar movilidad electroforética a la obtenida para 

la proteína no de-inmunizada, se observa una pequeña diferencia en el patrón de migración 

electroforética para IFN-1a-� �
� � �
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Aunque las mutaciones se eligieron de manera que no afectaran la estructura de la 

proteína, el estudio de dicroísmo circular reveló que ambas variantes de-inmunizadas mostraron 

cambios en la estructura secundaria y terciaria con respecto a la molécula original. Sin embargo, 

estos cambios estructurales no afectaron negativamente la función biológica in vitro de las 

variantes de-inmunizadas de IFN-� -1a. Más aun, IFN-� -1a(VAR1) exhibió una actividad antiviral 

in vitro superior a la de la proteína no modificada. 

El análisis de distancias Manhattan a partir de datos de dicroísmo circular reveló que las 

estructuras de ambas variantes de-inmunizadas de IFN-� -1a son similares entre sí y diferentes a 

la proteína original. Además, IFN-� -1a(VAR2) mostró una actividad biológica in vitro similar a la 

del producto de referencia. Por lo tanto, considerando estos resultados en conjunto, la mayor 

potencia biológica de IFN-� -1a(VAR1) no puede atribuirse a cambios estructurales moleculares. 

La función biológica in vitro 
�	

� �� � -1a está altamente relacionada con su glicosilación. 

Mastrangeli y colaboradores demostraron que todas las glicoformas del IFN-�
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biológica y desempeñan un rol importante en la modulación de la bioactividad de IFN-� -1a, 

siendo las glicoformas de mayor antenaridad capaces de proporcionar un mejor efecto biológico 

y más prolongado (138). Por lo tanto, una explicación plausible para la actividad biológica 

mejorada del IFN-� -1a(VAR1) podría ser que las mutaciones introducidas en la proteína 

produjeron un cambio en la accesibilidad del sitio para la N-glicosilación, alterando el perfil de 

glicosilación de la molécula y, consecuentemente, la interacción proteína/receptor en las células 
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WISH. Está demostrado que el ácido siálico terminal afecta la farmacocinética y las actividades 

biológicas de la misma (139). Además, dado que en la estructura de la molécula existe un 

elevado número de residuos hidrofóbicos expuestos en la superficie cerca del sitio de 

glicosilación (23), se sugirió que la cadena de carbohidratos protege los residuos hidrofóbicos 

expuestos al solvente para evitar la agregación, aumentar la solubilidad y así favorecer su 

disponibilidad (18, 23-26). 

Sin embargo, será necesario realizar estudios adicionales para confirmar esta hipótesis. 

Además, un análisis exhaustivo de la glicosilación también podría explicar la pequeña diferencia 

en el patrón de migración electroforética observado para IFN-� -1a(VAR2) en comparación con 

la proteína original. 
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Existen diversas herramientas in silico, in vitro, ex vivo e in vivo para predecir la 

inmunogenicidad de las proteínas terapéuticas en la etapa preclínica de su desarrollo. 

Las herramientas in silico disponibles para la determinación de epitopes se basan en su 

secuencia y estructura, o bien, derivan de datos experimentales. Ambos enfoques tienen 

ventajas y desventajas asociadas. 

Con respecto a las pruebas in vitro, existen varios formatos de ensayo de unión para la 

determinación de epitopes, utilizando tanto proteínas del CMH purificadas como células que 

expresan moléculas del CMH (140). En ocasiones, los estudios que evalúan la unión de epitopes 

a moléculas del CMH tipo II sobreestiman la inmunogenicidad de los bioterapéuticos. Muchos 

de los epitopes que se unen a las moléculas CMH podrían no activar células T y algunos podrían 

estar involucrados en mecanismos de tolerancia en lugar de dar lugar a efectos inflamatorios. 

Los ensayos ex vivo, en cambio, utilizan células mononucleares de sangre periférica o 

células T y monocitos obtenidos a partir de las muestras de CMSP. La diferenciación in vitro de 

monocitos da lugar a células dendríticas inmaduras, que luego son expuestas al antígeno y 

posteriormente incubadas con células T (123, 137). El efecto producido por los epitopes 

inmunogénicos puede evaluarse a través de experimentos que involucran la captación, 

procesamiento y presentación antigénica por parte de las células dendríticas, que son luego 

incubadas con linfocitos T autólogos. Luego, la activación de células T puede determinarse de 

distintas maneras, entre las que se desatacan, la medición de la incorporación de timidina 
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marcada durante la proliferación celular y la medición de niveles de citoquinas por medio de 

ensayos de ELISA y ELISPOT. 

Actualmente, existen diferentes cepas de ratones transgénicos para llevar a cabo las 

pruebas de inmunogenicidad in vivo. Por ejemplo, los ratones HLA-DR expresan exclusivamente 

genes HLA-DRB1 humanos. Por otra parte, los ratones tolerantes a proteínas humanas, expresan 

el bioterapéutico desde etapas tempranas del desarrollo del animal, generando así tolerancia 

inmunológica hacia la misma (76, 77, 126).  

 

� � � � ��� � �� � � � � � � �� ��	 
 � �� � �� � � � � �� �	  

En este estudio, analizamos la inmunogenicidad de las variantes de IFN-� -1a utilizando 

un modelo animal que expresa el alelo HLA-DRB1*01:03. De esta manera, aprovechamos las 

ventajas de una plataforma experimental de inmunogenicidad in vivo, para establecer un 

escenario que incluye componentes celulares y moleculares del sistema inmunológico tal como 

ocurre en la clínica, en un contexto genético propenso al desarrollo de la EM en humanos (76, 

77, 81). Además, los estudios in vivo proporcionan una caracterización integrada de los 

mecanismos subyacentes que desencadenan respuestas inmunes celulares y humorales. Estos 

ratones fueron modificados genéticamente de manera tal que su sistema de presentación 

antigénica endógeno (H2 de Clase I y II) ha sido eliminado y sustituido por alelos que codifican 

para proteínas del CMH humano (específicamente HLA-A2.1 y HLA-DR1*01:03). Una limitación 

que presenta el modelo empleado radica en que la restricción del HLA a un único alelo da como 

resultado un genotipo homocigota, lo cual es de muy rara ocurrencia en humanos, por lo que 

este tipo de ratones por lo general carece de la capacidad de montar respuestas policlonales 

robustas y con maduración de la afinidad (81). Por este motivo, a los efectos de alcanzar una 

respuesta inmune detectable, el plan de inmunización empleado en este trabajo incluyó el uso 

de adyuvantes completo e incompleto de Freund. 

La utilización de ratones transgénicos que expresan moléculas del HLA-II específicas 

restringe el enfoque al análisis de la influencia de unas pocas proteínas, del gran número de 

protagonistas involucrados en la modulación de las respuestas inmunes.  Sin embargo, las 

moléculas del HLA-II son esenciales en la presentación antigénica a los linfocitos T CD4+, estando 

incluso involucradas en la generación del repertorio de linfocitos T CD4+ en el timo y en la 

regulación de la respuesta inmune adaptativa que involucra a este tipo de linfocitos en la 

periferia. Por este motivo, el uso de estos animales transgénicos constituye un modelo muy 

acertado para evaluar la inmunogenicidad in vivo de las proteínas de uso terapéutico.   
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En esta etapa del trabajo, se inmunizaron 4 grupos de 8 animales cada uno, con las 

proteínas IFN-� -1a(WT), IFN-� -1a(VAR1) y IFN-� -1a(VAR2) respectivamente, y un grupo control 

(excipiente). Luego, analizamos las respuestas in vitro específicas de células T, inducidas por los 

interferones, en las muestras de células esplénicas. La magnitud de la activación de los linfocitos 

T frente a las distintas variantes del IFN-� -1a se estableció como un índice de estimulación (IE). 

Cuando se analizó el IFN-� -1a(WT), se observó una alta respuesta inmune de células T 

(IE: 16,43), especialmente con un perfil de inmunogenicidad polarizado hacia Th-1. Esto es 

consistente con un informe previo que muestra la liberación de IFN-� 	
 
 ��� � ' ��  celulares de 

CMSP de pacientes con esclerosis múltiple tratados con IFN-� -1a y re-estimulados con péptidos 

derivados de IFN-�  (124). Interesantemente, se observó una marcada reducción en las 

respuestas específicas de células T en muestras de células esplénicas re-estimuladas con las 

versiones de-inmunizadas de IFN-� -1a desarrolladas en este estudio IFN-� -1a(VAR1) (IE: 1,64) e 

IFN-� -1a(VAR2) (IE: 1,07). 

A excepción de las muestras estimuladas con lectinas como agente mitógeno (control 

positivo) no fue posible detectar IL-4 murina en los sobrenadantes de cultivo evaluados. Dada la 

acción mutuamente antagónica que ejercen ambas citoquinas (IFN-�  e IL-4), esto no resulta 

sorprendente, y es posible suponer que la respuesta polarizada hacia un perfil de tipo Th1, 

inhibió la producción de IL-4 por parte de los linfocitos T activados, favoreciendo a la vez la 

secreción de IFN-� . Por tal motivo, el análisis de la inmunogenicidad in vivo se vio restringido al 

estudio de la producción de IFN-
�
 como indicador de la activación linfocitaria. En oposición, 

algunos estudios han demostrado que la ausencia de IL-4 se puede deber a que la cantidad de 

células productoras de esta citocina en sangre periférica y/o células mononucleares es muy baja 

(141, 142). Por lo tanto, optimizar el límite de detección del ensayo de ELISA utilizado o cambiar 

el método de detección permitirían resolver esta limitación. 

Los resultados obtenidos a partir de la titulación de anticuerpos totales específicos anti-

IFN-�
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%
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inmunizados con IFN-� -1a(VAR1) e IFN-� -1a(VAR2) en comparación con el plasma de aquellos 

animales tratados con la proteína original. Además, este comportamiento también fue evidente 

al evaluar la capacidad neutralizante de la actividad antiviral en muestras de plasma derivadas 

de ratones tratados con las distintas versiones de IFN-� -1a. La obtención de bajos títulos de 

anticuerpos neutralizantes de la actividad biológica para ambas proteínas de-inmunizadas 

reviste una gran importancia, ya que éstos pueden inhibir la capacidad de estas proteínas de 

ejercer su acción, lo cual impacta en forma directa en la eficacia de estos candidatos 

terapéuticos. 
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Los algoritmos empleados para evaluar la inmunogenicidad potencial de una proteína 

de uso terapéutico en base a su contenido de epitopes reconocidos por células T requieren de 

un extenso proceso de validación, de manera tal de acotar la discrepancia entre estos estudios 

y los ensayos clínicos. En este trabajo, la evaluación del efecto de la reducción del contenido 

total de epitopes para células T debido a las mutaciones introducidas en cada variante de IFN-

� -1a se llevó a cabo por medio de un ensayo experimental ex vivo. Para ello, analizamos la 

respuesta inmune mediada por células T, presentes en muestras de CMSP de pacientes con 

esclerosis múltiple, incubadas con las variantes de IFN-� -1a. Para tal fin, se analizaron mediante 

citometría de flujo marcadores celulares de activación de linfocitos T, tales como CD69, CD137 

y CD154. 

La citometría de flujo de alta dimensionalidad permite evaluar la expresión simultánea 

de múltiples proteínas de membrana e intracelulares a nivel de la célula individual y la 

delineación del sistema inmune humano, tanto en estado sano como en el contexto de 

enfermedades. Esta avanzada tecnología ha contribuido significativamente a la comprensión de 

los mecanismos de enfermedades. Los recientes desarrollos de citometría de flujo de múltiples 

parámetros prometen proporcionar aún mayores perspectivas en la inmunología humana (74). 

Particularmente, los ensayos de Marcadores Inducidos por Activación (MIA) han 

demostrado ser un medio accesible y rápido para la detección de células T específicas de 

antígenos. El método generalmente implica la incubación a corto plazo de sangre entera o 

células mononucleares de sangre periférica con antígenos de interés, donde las células 

presentadoras de antígenos autólogas procesan y presentan péptidos en complejo con 

moléculas del CMH. El reconocimiento de los complejos péptido-CMH por los receptores de 

células T induce la sobreexpresión de marcadores de activación en las células T que pueden ser 

detectados mediante citometría de flujo. Con la selección adecuada de marcadores de superficie 

y tiempo de estimulación, los ensayos MIA permiten identificar y caracterizar más fácilmente 

una amplia gama de respuestas de células T específicas de antígeno en comparación con los 

ensayos actuales de proliferación o secreción de citocinas. Con el rápido avance de la citometría 

de flujo de alta dimensionalidad, es posible emparejar la identificación de células T específicas 

de antígeno con el análisis fenotípico y ensayos de proliferación. Este enfoque utiliza marcadores 

de superficie celular previamente identificados para caracterizar o clasificar la respuesta de 

células T específicas de antígeno, permitiendo obtener una comprensión más profunda de la 

respuesta inmune adaptativa (75). 
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La detección de receptores de quimiocinas en la superficie celular es ampliamente 

utilizada para identificar subconjuntos de células T de manera ex vivo. Cuando esto se combina 

con ensayos MIA, el fenotipado derivado a través de receptores de quimiocinas se convierte en 

una herramienta poderosa para identificar los subconjuntos celulares que constituyen una 

respuesta específica de antígeno. Notablemente, las células T naive, de memoria efectora y de 

memoria central pueden ser fácilmente identificadas mediante la expresión de CD45RA, 

CD45RO y CCR7 (naive: CCR7+CD45RA+CD45RO-; memoria efectora: CCR7-CD45RA-CD45RO+; 

memoria central: CCR7+CD45RA-CD45RO+) (143). En nuestro trabajo, este fue un punto de 

partida fundamental para determinar las diferentes poblaciones celulares y su respuestas frente 

� �� � ���� 	� 
� � � � � � -� � � � 3 � � � �� � -� � � � � � �� 	 � �� � -1a(VAR2). 

CD69 es una proteína transmembrana tipo II de lectina que se encuentra principalmente 

como marcador temprano de activación/inducible expresado en células T, ya que se reclutan 

rápidamente a la superficie celular después de la estimulación. CD69 induce diferentes vías de 

señalización en diferentes tipos celulares. Como marcador temprano de activación, la 

transcripción de CD69 se inicia tan pronto como 30 minutos a 1 hora después de la activación 

de los linfocitos T y es detectable de 2 a 3 horas después de la estimulación; aunque el nivel de 

CD69 disminuye después de 4 a 6 horas. CD69 se expresa en cantidades mínimas en linfocitos 

en reposo, y ciertos subtipos de células de memoria y las células Treg expresan este marcador 

de manera constante en su superficie celular (75, 144). Diferentes tipos de activadores, incluidos 

los IFNs tipo I, son conocidos por inducir una rápida expresión de CD69 por los leucocitos T in 

vitro e in vivo. La expresión de CD69 está asociada con la regulación de la salida de células T del 

timo y los órganos linfoides periféricos. La expresión de CD69 por las células Treg CD4+ ya ha 

sido bien caracterizada; sin embargo, hay linfocitos T CD4+ y CD8+ no reguladores que expresan 

CD69+ una vez activados. Todas estas células que expresan CD69 participan en la regulación de 

las respuestas inmunitarias a través de CD69 en su superficie celular. Además, investigaciones 

tanto in vitro como in vivo han revelado que, bajo condiciones inflamatorias crónicas, CD69 se 

expresa de manera persistente en células T (144). 

Esta información es consistente con nuestros resultados, en los que todas las muestras 

de CMSP de los donantes con EM evidenciaron una activación basal de linfocitos T tanto vírgenes 

como de memoria. Resulta conveniente destacar que, en correlación con los resultados del 

análisis de inmunogenicidad in vivo, la activación linfocitaria T en muestras de pacientes con EM 

siempre fue menor cuando las muestras fueron tratadas con las versiones de IFN-� -1a de-

inmunizadas. 

La activación completa de los linfocitos T requiere señales tanto de los receptores de 

células T como de moléculas co-estimuladoras. Además de CD28, varias moléculas de células T 
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pueden proporcionar señales co-estimulatorias, incluyendo CD154, que interactúa 

principalmente con CD40 en las células B. CD40 es una molécula crítica que regula varias 

funciones de las células B, como la producción de anticuerpos, la formación de centros 

germinales y la proliferación celular (145).  En el presente trabajo hemos analizado CD154 como 

otro de los marcadores celulares de activación de linfocitos T. El ligando de CD40 (CD40L; 

CD154), miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF), fue uno de los 

primeros receptores de superficie en ser utilizado y validado para ensayos MIA. CD40L fue 

originalmente descrito para las células T CD4+ y posteriormente ampliado para su uso con células 

T CD8+. Se expresa de manera transitoria en células T CD4+ y CD8+ en respuesta a la estimulación 

antigénica, y las células T CD40L+ producen grandes cantidades de citoquinas como IL-2, IL-4, IL-

5, IL-10, IFN-� ! 3 �� �	�	
�� 	
�� �	� 	���� ��� (75). Sin embargo, tras la unión a su receptor 

CD40, CD40L se regula descendiendo rápidamente dentro de las 6 horas de activación. Es 

probable que la activación cause que CD40L cicle entre la superficie celular y el citoplasma, ya 

que se ha detectado intracelularmente dentro de células productoras de IFN-� 	�� �� ��� �� � 
� 


antígenos del VIH en pacientes infectados por dicho virus. Para contrarrestar esta regulación 

negativa, se puede agregar un anticuerpo fluorescente anti-CD40L durante la estimulación in 

vitro. Esta técnica fue descrita por primera vez por Chattopadhyay y colaboradores, donde, 

aunque la expresión superficial de CD40L alcanzó su pico a las 6 horas, el complejo proteína-

anticuerpo pudo detectarse hasta 24 horas después de la estimulación (146).  

Nuestros resultados demostraron el incremento en la proporción de linfocitos T que 

expresan el marcador CD154 en todas las muestras de CMSP tratadas con las tres proteínas en 

estudio. Más aún, se observó una menor expresión del marcador en las células tratadas con las 

variantes de-inmunizadas. 

La expresión aumentada de CD40 y CD154 ocurre en células efectoras inmunes y células 

no inmunes en diferentes enfermedades autoinmunes. Además, se han observado beneficios 

terapéuticos al bloquear la interacción CD40-CD154 en animales con artritis inducida por 

colágeno. Dado el éxito terapéutico de ciertos biopterapéuticos que bloquean la co-estimulación 

CD28 y eliminan las células B en el tratamiento de la artritis autoinmune, la inhibición del eje 

CD40-CD154 tiene dos ventajas: atenuar la co-estimulación mediada por CD154 en células T y 

suprimir la estimulación de células B mediada por CD40. Además, el bloqueo de la interacción 

CD40-CD154 promueve la conversión de células T CD4+ a células T reguladoras que median la 

inmunosupresión. Actualmente, varios productos biológicos que apuntan al eje CD40-CD154 

han sido desarrollados y están siendo sometidos a ensayos clínicos en fases tempranas con éxito 

en varias enfermedades autoinmunes, incluyendo la artritis autoinmune (145).  
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Recientemente se identificó una nueva subpoblación de linfocitos mielínicos específicos 

CD49d+CD154+ presentes en sangre periférica de pacientes con EM durante la etapa de 

remisión, que proliferaron in vitro en respuesta a péptidos de mielina. Estos linfocitos poseen la 

capacidad única de migrar hacia las células precursoras de oligodendrocitos (CPOs) en 

maduración y de sintetizar quimiocinas/citoquinas proinflamatorias. El co-cultivo de CPOs en 

maduración con linfocitos mielínicos específicos CD49d+CD154+ se caracterizó por el aumento 

en la secreción de quimiocinas/citoquinas proinflamatorias. Además, las CPOs en maduración 

expuestas a péptidos de mielina exógenos lograron inducir la proliferación de linfocitos 

CD49d+CD154+ dependiente de CD40-CD154. Mediante ensayos in vivo, confirmaron la 

presencia de células CD49d+CD154+ cerca de CPOs en maduración y placas de re-mielinización 

durante la remisión de la enfermedad en el modelo de ratón de EM (ratones C57Bl/6 

inmunizados con MOG35-55) mediante inmunohistoquímica. Tres semanas después de una fase 

aguda de encefalomielitis autoinmune experimental, se encontró que las células CD49d+/CD154+ 

estaban co-localizadas con células O4+ (progenitores de oligodendrocitos) en las áreas de re-

mielinización identificadas por el etiquetado de la proteína básica de mielina. Estos datos 

sugieren que los linfocitos mielínicos específicos de la mielina CD49d+CD154+ presentes en el 

cerebro pueden interferir con la re-mielinización mediada por oligodendrocitos, probablemente 

como resultado de establecer un ambiente proinflamatorio (147). Por lo tanto, la menor 

proporción de células T que expresan CD154 en muestras de CMSP tratadas con las variantes 

de-inmunizadas de IFN-� -1a destacan a dichas proteínas como potenciales bioterapéuticos. 

Además, estudios de diferentes patologías infecciosas, demostraron que la interacción 

CD40/CD154 es necesaria para la óptima activación y maduración de células presentadoras de 

antígenos, con su consecuente producción de IFN-� �	�� 
� �	
�

5 -4, información que podría 

justificar también nuestros resultados in vivo de respuestas polarizadas hacia un perfil Th1 (148). 

Otro marcador validado para ensayos MIA y analizado en el presente trabajo incluye el 

miembro de la superfamilia del receptor del TNF, 4-1BB (CD137). La activación de las células T a 

través del TCR induce la regulación positiva de CD137, que, a través de la unión de su ligando, 

CD137L, en células presentadoras de antígenos promueve la proliferación y producción de 

citoquinas por las células T. Es importante señalar que CD137 se puede combinar con CD69 para 

detectar células T CD8+ específicas de antígenos, con una expresión óptima en la superficie a las 

24 horas después de la activación. Aunque está mejor validado para detectar células T CD8+, 

CD137 también se expresa en células T CD4+ tan pronto como 6 horas después de la activación, 

y combinado con la falta de expresión de CD40L, permitiría detectar de manera estable las 

células Treg humanas en cultivos a largo plazo. Por lo tanto, dentro de las 6 horas de activación, 

cuando CD40L sólo se regula positivamente en células no reguladoras, la combinación de CD137 
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y CD40L podría diferenciar poblaciones de células T CD4+ específicas de antígenos reguladoras y 

efectoras (75). 

CD137 se expresa transitoriamente en células T tras la activación y se une a su ligando, 

CD137L, el cual se expresa en células presentadoras de antígenos como células dendríticas, 

macrófagos y células B. La señalización de CD137 co-estimula células T específicas de antígenos 

activadas y potencia las respuestas inmunitarias. Al mismo tiempo, la señalización inversa de 

CD137L hacia las CPA que expresan CD137L induce proliferación, diferenciación y maduración, 

lo que mejora su capacidad de presentación de antígenos. El efecto co-estimulador potente de 

CD137 está implicado en la autoinmunidad. La señalización de CD137/CD137L potencia la 

inflamación y aumenta el reclutamiento de monocitos a los sitios de inflamación. CD137 soluble 

(sCD137), generado por empalme diferencial, se encuentra en niveles elevados en sueros de 

pacientes con enfermedades autoinmunes, incluyendo artritis reumatoide (AR) y esclerosis 

múltiple (EM) (149). 

El potente efecto co-estimulador de CD137 ha sido implicado en varios modelos murinos 

de enfermedades autoinmunes. CD137 co-estimula y polariza células T específicas de antígenos 

hacia una respuesta Th1 potente, y es esencial para el desarrollo de la encefalomielitis 

autoinmune experimental (EAE), un modelo murino de esclerosis múltiple (EM). En un estudio 

que tuvo como objetivo investigar el papel de CD137 en la EM, se utilizó inmunohistoquímica e 

inmunofluorescencia en tejidos cerebrales de pacientes con EM para identificar la expresión de 

CD137. Se identificaron células CD137+ en las muestras analizadas, siendo las lesiones activas las 

que presentaron la frecuencia más alta de células CD137+. La expresión de CD137 se encontró 

en varios subconjuntos de leucocitos, incluyendo células T, células B y células endoteliales. 

Experimentos in vitro demostraron que el compromiso de CD137 en células B activadas aumentó 

la secreción temprana de TNF y la secreción persistente de IL-6, junto con un aumento en la 

proliferación celular. Estas células B CD137+ podrían interactuar con células que expresan 

CD137L, secretar citocinas proinflamatorias y acumularse en el infiltrado meníngeo. El estudio 

demostró la expresión de CD137 por células B activadas, la mejora de la actividad inflamatoria 

de las células B tras el compromiso de CD137, y proporciona evidencia de un papel patogénico 

de las células B CD137+ en la EM (149). Por lo antes expuesto, la menor activación linfocitaria T, 

medida a través del marcador CD137, constituye una evidencia adicional del éxito de las 

variantes de-inmunizadas como bioterapéuticos para la EM. 

En conjunto, estos resultados destacan el éxito de la estrategia de de-inmunización 

realizada en este trabajo de Tesis. Sin embargo, se necesitarán experimentos adicionales para 
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� �� � -1a desarrolladas en este 

estudio, utilizando una cohorte ampliada de muestras de CMSP humana que comprendan un 
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repertorio más amplio de alelos HLA. Además, otro tema a abordar es la implicancia potencial 

�	 �� � �� ��� 	 # � � 	
 �� � ' � ��� 
� 	� �	 �� � � -1a (114)� 2 
 	�� 	 � �� % � 6 � � 	� 
� ' 	� �	 ���	 # � �	 � �� � -

1a purificado y sus variantes de-inmunizadas fue superior al 96.5%. Incluso cuando las variantes 

de-inmunizadas desarrolladas aquí exhibieron una reducción marcada de la respuesta inmune 

celular y humoral in vivo y ex vivo en comparación con la proteína original, será relevante 

identificar la naturaleza de estas contaminaciones. Por lo tanto, se necesitarán estudios 

adicionales utilizando ensayos basados en células reporteras dotadas de receptores de la 

inmunidad innata para identificar dichas entidades y su papel potencial en la inmunogenicidad 

�	 � �� � -1a. Por último, estudios futuros enfocados en la interacción con el receptor y el análisis 

de los patrones de glicosilación permitirán determinar la causa subyacente de la mayor actividad 

% �� ��� �
� �	 � �� � -1a(VAR1). 
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Conclusiones  
 

La administración de IFN-� (��� 
� � 	
� � % �
� 
� 	 
�
�� ���!	 	� �� �

 ��� � � �� �� �� 	
��

de la esclerosis múltiple. Dos tipos de IFN-� � 	 �� � �� # � 
 � 	�� �� �� �
� �	
� 	� � �� -� -1a producido en 

células de ovario de hámster chino (CHO), con una secuencia de aminoácidos idéntica y patrones 

de glicosilación similares a los de la proteína humana endógena. El segundo, es IFN-� -1b 

producido en Escherichia coli que es, por lo tanto, no glicosilado. Esta proteína es menos potente 

y estable que la primera debido a la falta de glicosilación. Por otra parte, sin la cadena de 

glicanos, la proteína puede agregarse formando complejos unidos por puentes disulfuro, lo cual 

generalmente se asocia con un aumento de la inmunogenicidad y una disminución de la eficacia 

terapéutica (20).  

El riesgo de inducción de reacciones inmunes indeseadas constituye uno de los atributos 

críticos de los bioterapéuticos. En numerosos casos se ha reportado que la administración de 

una proteína terapéutica durante períodos prolongados puede dar lugar a un quiebre de la 

tolerancia inmunológica frente a la droga e incluso frente a antígenos propios, dando como 

resultado la producción de ADAs, que pueden unirse a la droga inhibiendo su efecto o 

provocando una alteración en su farmacocinética (49, 55, 150). Una de las principales 

desventajas del empleo del IFN-�

��� � �	
� 	 � 	�� �� �� � 
� 	� �� ��� ��
 
 �� 
 �	 � 
�� 
�	� �� � � 
� � -

IFN. En este contexto, el objetivo del presente trabajo de Tesis se centró en el análisis de la 

inmunogenicidad de la proteína IFN-� -1a y en el desarrollo de variantes con inmunogenicidad 

reducida, sin causar un impacto negativo en su estructura y función biológica. 

La de-inmunización de proteínas terapéuticas consiste en la identificación y 

modificación de residuos específicos que disminuyan la afinidad de unión al CMH-II de los 

epitopes (derivados de dichas proteínas) reconocidos por células T. En particular, en el presente 

trabajo se llevó a cabo un análisis in silico empleando las herramientas inmunoinformáticas 

comprendidas dentro de la interfase ISPRI (EpiVax Inc.) que permitió identificar cuatro regiones 

potencialmente inmunogénicas en la proteína. Una vez identificados los epitopes potenciales y 

las mutaciones a introducir en sus secuencias para reducir su inmunogenicidad, en adición al 

conocimiento previo de aquellos residuos críticos para mantener la estructura y la actividad del 

IFN-� -1a, fue posible diseñar dos variantes de-inmunizadas. 

A partir de las secuencias nucleotídicas de cada variante de IFN-� -1a de-inmunizada se 

generaron las partículas lentivirales correspondientes, que luego se utilizaron para transducir 

células CHO-K1 y generar líneas celulares estables productoras de cada proteína. En esta 

instancia, se registraron bajos niveles de concentración de proteína en los sobrenadantes de 
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cultivo de las líneas celulares productoras de IFN-� -1a(VAR1) y IFN-� -1a(VAR2), situación que 

fue resuelta por medio de eventos de re-transducción de las líneas celulares. A continuación, 

mediante protocolos adecuados de purificación se lograron obtener las proteínas con un 

elevado grado de pureza y con rendimientos de producción de cada proteína acordes con los 

requeridos para la realización de los ensayos subsiguientes. Los resultados obtenidos del ensayo 

de SDS-PAGE revelaron que, si bien ambas variantes exhibieron una banda principal con similar 

movilidad electroforética a la obtenida para la proteína no de-inmunizada, se observó una 

pequeña diferencia en el patrón de migración electroforética para IFN-1a-� � � � � � � 	


comparación con la proteína original. Además, se confirmó la identidad de las variantes 

mediante ensayos de Western Blot, donde IFN-� -1a(VAR1) e IFN-� -1a(VAR2) fueron reconocidas 

específicamente por el anticuerpo monoclonal anti-IFN-� -1a. 

La caracterización funcional in vitro de IFN-� -1a(VAR1) e IFN-� -1a(VAR2) puso en 

evidencia valores de actividad biológica antiviral específica de 47,52 UI/ng y 41,96 UI/ng, 

respectivamente, con respecto a su contraparte no modificada que arrojó una ABE de 33,93 

UI/ng. De esta manera, concluimos que las mutaciones introducidas en la secuencia del IFN-� -

1a no afectaron negativamente la actividad biológica in vitro de la proteína. De hecho, mientras 

IFN-� -1a(VAR2) mostró una ABE similar a la de la proteína original, IFN-� -1a(VAR1) exhibió un 

40% más de actividad antiviral que IFN-� -1a(WT).  

Por otro lado, a partir de la caracterización estructural de las proteínas mediante 

dicroísmo circular, se observó que las estructuras de ambas variantes de-inmunizadas de IFN-� -

1a son similares entre sí y diferentes de la proteína original. Estos resultados indican un 

contenido diferente de estructuras secundarias para IFN-� -1a(WT) y las variantes de-

inmunizadas. Si bien estos resultados requieren de un análisis estructural a futuro más 

exhaustivo, las mutaciones introducidas en las variantes no afectaron la actividad biológica in 

vitro de las mismas.  

Por otra parte, se realizó un análisis de caracterización de la inmunogenicidad potencial 

in vivo de las variantes de-inmunizadas de IFN-� -1a, empleando ratones transgénicos, cuyo 

sistema de presentación antigénica endógeno ha sido sustituido por alelos que codifican para 

proteínas del CMH humano (HLA-A2.1 y HLA-DR1). La evaluación final de la respuesta inmune 

generada por las células T frente a la estimulación ex vivo de las células esplénicas aisladas de 

ratones inmunizados se realizó a partir de la cuantificación de la citoquina IFN-� . Los IE 

alcanzados en ratones inoculados con IFN-� -1a(WT) mostraron valores muy superiores a los 

obtenidos en los animales tratados con las variantes de-inmunizadas. Además, notablemente, 

los títulos de anticuerpos específicos, tanto totales como neutralizantes, para los grupos de 

ratones inoculados con las variantes fueron significativamente más bajos que los 
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correspondientes al grupo tratado con la proteína original. Estos resultados ponen de manifiesto 

el éxito de la estrategia de de-inmunización del IFN-� -1a.  

Finalmente, los ensayos ex vivo con células del sistema inmune humano de pacientes 

con esclerosis múltiple permitieron determinar el impacto de las mutaciones en la 

inmunogenicidad de las variantes de IFN-� -1a. En esta instancia, se analizaron mediante 

citometría de flujo, marcadores celulares de activación de linfocitos T, tales como CD69, CD137 

y CD154. A partir de los resultados obtenidos se pudo observar una disminución en la 

inmunogenicidad ex vivo para ambas variantes de-inmunizadas, en todas las muestras 

analizadas para todos los marcadores utilizados. 

En conclusión, utilizando herramientas in silico para el análisis de la inmunogenicidad y 

estabilidad estructural de proteínas, seguido de validación experimental, logramos desarrollar 


�	 ' � � ' 	�� �� 
	� �	 � �� � -1a con una inmunogenicidad notablemente reducida y plena actividad 

biológica in vitro� � � � �� �� 
�� � �� � 
�	 ' � � ' 	�� �� 
	� �	 �� � � -1a desarrolladas en este estudio 

constituyen candidatos terapéuticos prometedores para el tratamiento de la esclerosis múltiple. 
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