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2. Datos del solicitante

  X

ESBATECH A NOVARTIS COMPANY LLC

Nombre o denominación / Nombre o razón social

Nombre del representante legal

Micro Pequeña Mediana  Otra     

C.C. C.E.   X NIT Otro Número

3. Datos del apoderado:

4. Datos del trámite:

De: No. de divisionales

A: 

5. Comprobante de Pago No Fecha

Wagistrasse 21 CH-8952 Schlieren 

Suiza

Conversión

Persona JuridicaPersona Natural

Patente de Invención

Patente de Modelo de Utilidad

Tipo de empresa 

Documento de Identificación

Espacio reservado para el adhesivo de radicación

DIRECCIÓN DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSIÓN, DIVISIÓN Y FUSIÓN DE SOLICITUDES

Identificación del Tramite

División

Zúrich

CiudadDirección del titularNacionalidad/País de constitución

Fusión

Dirección electrónica No. Fax Número telefónico

Suiza

Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean 
enviadas a  través de la dirección de correo electrónico

Tarjeta profesional

74.295

Dirección y domicilio Dirección del titular Ciudad

Apellidos y Nombre

CARLOS R. OLARTE 79.782.747 Bta

Documento de identificación

Carrera 5 No 34-03 Bogotá D.C.

Dirección electrónica No. Fax Número telefónico

office@moure.com 601-7799 601-7700

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sírvase indicar 

el número de su radicación o protocolo de poder general 

CONVERSION DIVISION FUSION

Expediente No. Expediente No. Expediente No. 

13-102.367

Expediente No. 

PI02-F05 vr7 (2013-01-14)



6. Anexos
    X Comprobante de pago de la tasa para la presentación de la corrección y/o modificación

   X Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representación

   X Número de documento que ordena la comisión o fusión o división

Documento que contiene la conversión, división o fusión de la solicitud

  X Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma

79.782.747 74.295

C.C. Tarjeta Profesional

CARLOS R. OLARTE

Nombre y apellidos Firma

PI02-F05 vr7 (2013-01-14)
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PETITORIO - FORMULARIO ÚNICO DE SOLICITUD  DIVISIONAL DE 

PATENTE PCT 
                                                ENTRADA EN FASE NACIONAL                 P2013/000058B 

SOLICITUD DE: 
 

       Patente de Invención.                                    Patente de Modelo de Utilidad. 

 

 
       Capítulo I.                                                    Capítulo II. 

 

                        
 
 
SOLICITANTE 

(71) 

        
Nombre:   ESBATECH A NOVARTIS 
COMPANY LLC 
Dirección: Wagistrasse 21 CH-8952 Schlieren 
Nacionalidad o Domicilio: Suiza 
 
Lugar de Constitución:   Suiza 

  
IDENTIFICACIÓN 

 
C.C.          NIT    
 
C.E.          Otro   
 
  Cual   
 
Número  

Teléfono:                          Fax: 
E-mail:         
 

 
 
 
REPRESENTANTE 
O APODERADO 

 
Nombre:  CARLOS R. OLARTE 
 
Dirección: Carrera 5 No 34-03 Bogotá D.C. 
 
Teléfono:  601-7700       Fax:    601-7799 
E-mail:  office@olartemoure.com 
 

IDENTIFICACIÓN 
 

  C.C.          NIT  
   
  C.E.          Otro   

                  Cual 
Número 79782747Bta              
TP 74.295 

 
 
 
INVENTOR (ES) 

(72) 

Nombre: VER PAGINA ADJUNTA 
 
Dirección: VER PAGINA ADJUNTA 
  
 Nacionalidad o Domicilio:  VER PAGINA ADJUNTA 
 

PCT (86) 
 

Solicitud Internacional No.   PCT/CH2011/000256            Fecha    Octubre 24, 2011 
 

Publicación Internacional No. WO 2012/051734               Fecha      Abril 26, 2012 

Título (54) ANTICUERPOS ESTABLES Y SOLUBLES. 
 
 

Clasificación Internacional (51) C07K 16/24. 

  
               Prioridad 
 
       SI          NO  

(33) País de Origen (32) Fecha (31) Número de 
Solicitud 

US 
US 

 
               

Octubre 22, 2010 
Mayo 11, 2011 

 

61/405,798 
61/484,749 

 

 
Comprobante de pago No.   14-                            Fecha     
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Espacio reservado para el adhesivo de radicación. 
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ANEXOS 
 
Comprobante de pago de la tasa de presentación de la solicitud. 
 
Documento que acredita la existencia y representación legal cuando el solicitante sea persona 
jurídica. 
 

               Poderes, si fuere el caso.          
 
 
Documento de cesión del inventor al solicitante o a su causante.  
 
Declaraciones. Declaración bajo la regla 4.17 (ii) del PCT. 
 
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripción, reivindicaciones, dibujos). 
 
Traducción de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripción, reivindicaciones, 
dibujos). 
  
Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen 
Preliminar (IPEA). 
 
Traducción del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA. 
  
De ser el caso, copia del contrato de acceso. 
 
De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorización de uso de conocimientos 
tradicionales de las comunidades indígenas. 
 
De ser el caso, certificado de depósito del material biológico. 
 
Arte final 12 x 12. 
 
De ser el caso, información sobre otras solicitudes de patente o títulos obtenidos en el extranjero 
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invención de esta 
solicitud. 
 
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. 
  
Otros.  Búsqueda Internacional 

 

 
FIGURA CARACTERÍSTICA: 

 
 
 

 
                   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         Solicito la concesión de la patente, 
 
 
       NOMBRE:  CARLOS R. OLARTE                           FIRMA: 
                                                                               C.C. 79.782.747 Btá T.P.  74.295         
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LISTA DE INVENTORES 

PCT/CH2011/000256 

 

Leonardo BORRAS 

Bundentalstrasse 1 

CH-8952 Schlieren 

Suiza 

Nacionalidad: Costaricense 

 

David URECH 

Widmen 8 

CH-8634 Hombrechtikon 

Suiza 

Nacionalidad: Suizo 

 





























































































































































AN TI CUERPO S EST ABL ES Y  SOL UBL ES 

 

REFERENCI A CRUZ AD A A L AS  SOLIC I TUDES REL ACI O NAD AS  

 

 Es ta  so l i c i t ud  r ec lam a p r i o r id ad  ba jo  3 5  U . S . C .  §  119  a  las  5 

s o l i c i t u de s  d e  p a te n te  p r o v is io na l  de  E . U .A .  Nos .  61 / 40 5 ,798 ,  

p res en t ad a  e l  22  de  oc tu b re  e  20 10 ,  y  6 1 /4 84 , 74 9 ,  p re se n ta da  e l  11  

d e  m a yo  d e  20 11 ,  l o s  co n te n ido s  en t e r os  de  las  c ua le s  se  in co rpo ran  

a  l a  p r es en t e  po r  r e f e re nc ia .  

 10 

C AM PO DE L A I NVENCIÓ N 

 

 L a  i n venc ión  se  re f i e re  a  mé to do s  d e  r ed uc i r  p r op ens ión  de  

ag reg a c ió n  d e  an t i c ue r po s ,  y  a n t i cue rpo s  q ue  s e  mod i f i ca n  pa r a  

r edu c i r  p ro pe ns ión  d e  ag reg ac ió n .  La  in ven c ión  t amb ié n  se  r e f ie re  a  15 

a n t i c ue r pos  q ue  un en  f ac to r  a l f a  de  n ec r os is  t um ora l  (T NF α ) .  En  

p a r t i c u la r ,  l a  i n ve nc ión  s e  re f ie r e  a  an t i cu e rp os  e s ta b les  y  so lu b les  

q ue  c ompr en den  un a  m od i f i c ac ió n  r ed uc t o ra  d e  ag reg ac ión ,  

i n c lu yen do  a n t i c ue rpo s  sc F v  y  f r ag men t os  F ab ,  q ue  c ompr enden  

s ec ue nc ia s  e sp ec í f i c as  de  ca de na  l i g e ra  y  ca de na  p es ad a  q u e  se  20 

o p t im i za n  p a ra  es t ab i l i d ad ,  so lu b i l i d ad ,  y  b a ja  inm un og en i c idad .  

Ad emás ,  l a  i n ven c ió n  se  re f ie r e  a  mé t od os  p a ra  e l  d iag nó s t i co  y /o  

t r a t am ie n to  de  t r as to r no s  me d iad os  co n  T NF.   

 

 25 
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AN TECEDENTES DE  L A INVENCIÓ N 

 

 E l  f ac to r  a l f a  de  n ec r os is  t umor a l  (T NF α ,  t amb ié n  c on oc ido  

c omo c ac he c t i na ) ,  e s  u na  c i t os in a  d e  mam íf e ro  q u e  oc u r r e  de  m anera  

n a tu r a l  p r od uc ida  po r  num ero sos  t i p os  ce lu la r es ,  i nc lu ye ndo  5 

mo no c i t os  y  ma c r ó f ag os  en  res pu es t a  a  e ndo t o x in a  u  o t ros  

e s t ímu lo s .  T NF α  es  un  me d iad or  p r i nc i pa l  de  re acc iones  

i n f l amato r i as ,  i nmu no lóg i cas  y  pa t o f i s i o l óg i cas  (G r e l l ,  M . ,  y  o t ros  

( 199 5) ,  Ce l l ,  8 3 :  79 3 -8 02) .  

 T NF α  so lu b le  se  f o rma  po r  e l  co r t e  de  un a  p r o te ín a  de  10 

t r a nsm embr ana  de  p r ec u rso r  (K r ieg le r ,  y  o t ro s  (1 98 8)  Ce l l  53 :  45 -

5 3 ) ,  y  l o s  p o l ip ép t id os  1 7  k Da  s ec re ta do s  s e  pa r ec en  a  c omp le j os  de  

h omot r ím ero  so lu b le s  (Sm i t h ,  y  o t ros  ( 19 87)  J .  B io l .  Ch em.  262 :  

6 95 1-6 95 4 ;  pa r a  re v i s io ne s  d e  T NFA ,  ve r  Bu t le r  y  o t ro s  ( 1986) ,  

Nat u re  320 : 58 4 ;  O ld  ( 19 86) ,  Sc ie nc e  2 30 : 63 0) .  Es t os  comp le j os  15 

e n to nc es  u ne n  a  re ce p to r es  e nc on t r ad os  en  un a  va r i ed ad  de  cé lu las .  

L a  un ió n  p rod uc e  un a  d is t r i bu c i ón  de  e f ec tos  p ro - in f l amat o r ios ,  

i n c lu yen do  ( i )  l i be r ac ió n  d e  o t r as  c i t o c in as  p ro - in f l amat o r ia s  t a les  

c omo i n te r le uc i na  ( I L ) - 6 ,  I L - 8  e  I L - 1 ,  ( i i )  l i b e ra c i ón  de  

me t a lo p ro t e i na sa s  d e  ma t r i z  y  ( i i i )  ha s ta  r eg u lac i ón  de  la  e xp res ión  20 

d e  m o léc u las  d e  ad he s ió n  e nd o te l ia le s ,  am p l i f i ca nd o  má s  la  ca sc ada  

i n f l amato r i a  e  i nmun e  a l  a t r a e r  l e uco c i t o s  e n  t e j i d os  e x t ra va scu la re s .  

 Un  númer o  g ran de  de  t r as t o rn os  es t á  a soc iad o  co n  n i ve les  

e l e vad os  de  T NF α ,  mu ch os  de  e l l os  d e  impor ta nc ia  mé d ica  

s ig n i f i c a t i va .  T NF α  h a  s i do  mos t r ad o  p o r  r eg u la r se  h ac ia  a r r ib a  en  u n  25 
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n úmer o  de  e n f erme da de s  huma na s ,  i nc lu ye ndo  e n f e rmed ades  

c r ón i cas  t a l es  como  a r t r i t i s  r e umat o ide  ( RA) ,  t r as t o rn os  d e l  i n t es t ino  

i n f l amato r i o  in c l u ye nd o  e n f e rmed ad  d e  Cro hn  y  c o l i t i s  u l c e ra n te ,  

s ep s is ,  f a l l o  a l  co ra zón  c ong e s t i vo ,  asm a b ro nq u ia l  y  es c le r os is  

mú l t i p l e .  Ra to nes  t r a nsg é n ico s  pa r a  T NF α  huma no  p ro du ce n  a l t os  5 

n i ve l es  de  T NF α  co ns t i t u t i vame n te  y  d es a r ro l l a n  un  p o l i a r t r i t i s  

e sp on t án eo ,  d es t ru c to r  q u e  se  p a rec e  a  RA ( Ke f f e r  y  o t r os ,  1 991 ,  

EMBO J . ,  10 ,  4 025 -40 31) .  Po r  lo  t an t o ,  T NF α  es  re f e r i d o  com o una  

c i t os in a  p r o - in f l amat o r ia .  

 T NF α  aho ra  e s tá  b ie n  e s ta b lec i do  como c la ve  e n  la  pa t ogé ne s is  10 

d e  RA,  q u e  e s  u na  en f e rmed ad  c ró n ic a ,  p r og res i va  y  de b i l i t a n te  po r  

i n f l amac ión  y  des t r ucc i ón  d e  a r t i c u la c i on es  po l i a r t i c u la r es ,  con  

s ín tom as  s i s t ém ico s  de  f i eb r e  o  ma les ta r  y  f a t ig a .  RA tam b ién  

c on du ce  a  i n f lam ac ión  s i no v ia l  c r ón ic a ,  c on  p rog res o  f r ecu en te  a  

c a r t í l ag o  a r t i cu l a r  y  de s t ruc c ió n  d e  hu es os .  Los  n i ve l es  aume n ta dos  15 

d e  T NF α  s e  e nc ue n t ra n  t a n to  en  e l  f l u i do  s i no v ia l  c omo la  sang re  

p e r i f é r i ca  d e  pa c ie n te s  q ue  su f ren  d e  RA.  Cua nd o  se  adm in is t r an  

ag e n te s  b loq u ea do res  de  T NF α  a  p ac ie n te s  q ue  su f ren  de  RA,  

r edu ce n  l a  in f l amac ión ,  me jo r an  los  s ín tom as  y  r e t ra san  e l  d añ o  a  

a r t i cu l ac io ne s  ( McKo wn y  o t r os  (1 99 9) ,  Ar t h r i t i s  Rheum .  4 2 :1 20 4-20 

1 20 8) .  

 F i s io lóg ic amen t e ,  T NF α  t am b ié n  se  a so c ia  c on  p ro t ecc i ón  de  

i n f ecc i on es  pa r t i cu l a r es  ( Ceram i  y  o t r os  ( 19 88) ,  To da y  9 : 28 ) .  T NF α  

s e  l i b e ra  p o r  m ac r ó f ag os  qu e  ha n  s i do  a c t i va do s  po r  

l i p op o l i sa cá r id os  de  b ac t e r i a  G r am-neg a t i va .  Como t a l ,  T NF α  p a rece  25 



 4

s er  un  m ed iado r  en dóg e no  d e  imp or ta nc ia  c en t r a l  i n vo lu c ra da  e n  e l  

d es a r ro l l o  y  p a togé ne s is  d e  ch oq ue  e nd o tó x i co  as oc ia do  co n  se ps is  

b ac t e r ia na  ( M i c h ie ,  y  o t r os  (1 989 ) ,  Br .  J .  Su r g .  7 6 :6 70 - 67 1 ;  De be t s  y  

o t r os  (1 98 9) ,  Se co nd  V ien na  Sho ck  Fo r um ,  p .  4 63 - 466 ;  S im ps on  y  

o t r os  (1 98 9)  Cr i t .  Ca r e  C l i n .  5 :  2 7 -47 ;  W aag e  y  o t r os  (1 98 7) ,  La nce t  5 

1 :  35 5 -3 57 ;  Hamme r l e  y  o t ros  ( 19 89)  Sec on d  V ien na  Sho ck  Fo r um  p .  

7 15 - 71 8 ;  De be ts  y  o t r os  (1 98 9) ,  Cr i t .  Ca re  Med .  17 : 489 -49 7 ;  

Ca lan dra  y  o t r os  (19 90) ,  J .  I n fec t .  D is .  1 61 : 98 2-9 87 ;  Re vh aug  y  o t r os  

( 198 8) ,  Arch .  Su rg .  1 23 :  16 2 -1 70) .  

 Com o co n  o t ro s  s i s t emas  de  ó rg a no ,  T NF α  t am b ié n  h a  s ido  10 

mo s t ra do  po r  j ug a r  un  p ap e l  c l a ve  en  e l  s i s t em a n e r v io so  ce n t ra l ,  en  

p a r t i c u la r  e n  t r as to r no s  i n f lamat o r io  y  au to i nmu nes  d e l  s i s t ema 

n e r v i os o ,  i nc lu ye nd o  es c le r os is  mú l t i p l e ,  s ín d rom e de  Gu i l l a i n -Bar re  

y  m ias t en ia  g ra ve ,  y  en  t r as t o rno s  deg e ner a t i vo s  de l  s i s t ema 

n e r v i os o ,  i nc l u ye nd o  en f e rmed ad  de  A l zhe im er ,  e n fe rmed ad  de  15 

Park i ns on  y  e n fe rmed ad  de  Hun t ing to n .  T NF α  t am b ié n  es tá  

i n vo luc ra do  e n  t r as t o rn os  d e  s i s t em as  re l ac io na do s  de  la  r e t i na  y  de  

mú sc u lo ,  i nc lu yen do  n eur i t i s  ó p t i c a ,  deg e ner ac ión  ma cu la r ,  

r e t i no pa t ía  d ia bé t i c a ,  de rmatom ios i t i s ,  esc l e ros i s  l a te ra l  am io t ró f i ca ,  

y  d i s t r o f ia  mu scu la r ,  a s í  como e n  da ño s  a l  s i s t ema n e r v i oso ,  20 

i n c lu yen do  d añ o  ce reb ra l  t r aum át i co ,  da ño  ag u do  a  esp ina  d o rs a l  y  

em bo l i a .  

 L a  he pa t i t i s  es  o t ro  t r as t o rn o  in f l amat o r io  r e la c i on ad o  con  

T NF α  q u e  e n t re  o t r os  de t on an te s  pue de  s e r  c aus ad a  po r  i n f ecc i ones  

v i r a les ,  i nc l u ye nd o  Ep s te in - Bar r ,  c i t omeg a lo v i r u s ,  y  v i r us  de  h ep a t i t i s  25 
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A-E .  L a  h ep a t i t i s  c au sa  i n f lama c ió n  ag ud a  a l  h íg a do  en  l a  r eg ión  

p o r ta l  y  l o bu la r ,  s eg u id o  p o r  f i b r os i s  y  p rog re so  t umor a l .  T NFα  

t am b ié n  pu ed e  med ia r  caq u e x ia  en  c án cer ,  l o  q ue  c au sa  la  ma yor  

p a r t e  de  mo rb id ez  y  m or ta l i d ad  de  cá ncer  (T is da le  M.J .  ( 2 004) ,  

L ang e nb eck s  Arch  Surg .  3 89 : 299 -30 5) .  5 

 E l  p ape l  c la ve  d es emp eñ ad o  p o r  T NF α  en  in f l ama c ión ,  

r esp ue s tas  i nmun es  ce lu l a re s  y  la  pa t o log ía  d e  mu chas  

e n f e rmed ad es  h a  co nd uc id o  a  l a  b úsq u ed a  po r  a n tag o n is tas  de  

T NF α .  Una  c l ase  d e  an t ag on is t as  d e  T NF α  d i seña do s  pa r a  e l  

t r a t am ie n to  de  e n fe rmed ad es  m ed iada s  c on  T NF α  s on  a n t i c ue r pos  o  10 

f r ag men to s  d e  a n t i c ue r po  q u e  e sp ec í f i c ame n te  s e  u ne n  a  T NF α  y  po r  

t a n to  b l oq ue an  su  f unc ión .  E l  u so  de  a n t i cu e rp o  a n t i -T NF α  ha  

mo s t ra do  q ue  un  b l oq ue o  de  T NF α  p ue de  in ve r t i r  l os  e f ec tos  

a t r i bu i do s  a  T NF α  i nc lu ye nd o  d i sm inu c io nes  e n  I L -1 ,  GM- CSF,  I L -6 ,  

I L - 8 ,  mo lé cu la s  de  ad hes ión  y  d es t r ucc i ón  d e  t e j i do  ( Fe ldm an n  y  15 

o t r os  (1 99 7) ,  Ad v .  Imm un o l .  1 99 7 :28 3-3 50) .  En t r e  los  in h i b id o res  

e sp ec í f i c os  de  T NF α  q ue  re c ie n teme n te  s e  ha n  hec ho  

c omer c i a lme n te  d is po n ib l es  in c lu yen  u n  a n t i c ue r po  m on oc lo na l ,  

q u imér i c o  d e  ra tó n -h uma no  d i r i g id o  c on t r a  T NF α  ( i n f l i x imab ,  

Rem ic ad e™;  Cen to co r  Cor po r a t ion / Jo hn so n  &  Jo hn so n)  h a  20 

d emo s t ra do  e f i c ac ia  c l ín i c a  en  e l  t r a tam ien t o  de  RA y  en f e rme da d  de  

C ro hn .  A  p es a r  de  es t os  a va nc es ,  p e rma ne ce  un a  ne ce s ida d  po r  

f o rmas  n ue vas  y  e fe c t i va s  de  a n t i cu e rp os  u  o t r os  a n t i cu e r pos  p a ra  e l  

t r a t am ie n to  pa r a  t r as to r no s  a so c iado s  c on  T NF α  t a l  c omo  RA.  En  
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p ar t i c u la r ,  ha y  u na  n ec es id ad  u rg en te  p o r  an t i c ue r po s  con  

p rop ied ad es  f unc io na les  óp t ima s  pa ra  e l  t r a tam ien to  e f ec t i vo  y  

c on t i nu o  d e  a r t r i t i s  y  o t ro s  t r as t o rn os  me d ia dos  co n  T NFα .  

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE L A I NVENCIÓN 5 

 

 L a  i n ven c ión  p ro vee  an t i c ue r po s  q ue  c ompr en de n  po r  l o  men os  

u na  mu t ac i ón  re du c to r a  de  ag reg ac ión  y  mé t odo s  p a ra  p ro duc i r  

d i ch os  a n t i c ue r pos .  

 En  u n  as pe c to ,  l a  i n ven c ió n  p ro ve e  u n  mé to do  d e  red uc i r  l a  10 

p rop en s ió n  p o r  ag reg ac ión  de  u n  an t i cue rpo ,  e l  mé t odo  q ue  

c ompr en de  in t r odu c i r  u na  o  más  mo d i f i ca c ion es  re du c to r as  de  

ag reg a c ió n  en  un a  p os ic i ón  de  re s idu o  q ue  pa r t i c i pa  en  l a  i n te r f ace  

e n t re  l a  c ad en a  l i g e ra  va r i ab l e  y  la  c ad en a  p es ada  va r i ab l e  d e  un  

a n t i c ue r po ,  e n  do nd e  la  su s t i t uc i ón  re du ce  la  e ne rg ía  l i b r e  e n t re  la  15 

c ad en a  l i g e r a  va r ia b le  y  la  c ad en a  pe sa da  va r ia b l e  po r  a l  menos  0 .5  

k ca l /mo l ,  p o r  t an to  r ed uc ie nd o  l a  p rop en s ió n  de  ag r eg ac ió n  de l  

a n t i c ue r po  mo d i f i c ad o  com par ad o  c on  aq u é l  de  un  an t i c ue r po  

p a re n ta l  q u e  c a rece  de  l a  mo d i f i cac i ón (es )  r ed uc t o ra  de  ag reg a c ió n .  

 En  u n  a sp ec t o ,  u n  mé t od o  de  la  i n venc ión  com pre nd e  i n t r odu c i r  20 

u na  o  más  sus t i t uc i o ne s  de  am in oá c ido  en  l a  i n te r f ac e  de  un a  cad ena  

l i g e ra  va r i ab le  (VL )  y  u na  ca den a  pes ad a  va r iab l e  ( VH)  d e l  

a n t i c ue r po ,  en  do nd e  l a  u na  o  má s  s us t i t uc io ne s  e s tá n  en  p os ic i ones  

d e  r es id uo  se lecc io na da s  p a ra  r ed uc i r  l a  en e rg ía  l i b r e  e n t re  l a  VL  y  

VH po r  a l  m en os  1 0%,  a s í  r ed uc iend o  la  p rop en s ió n  d e  ag reg a c ión  25 
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d e l  an t i c ue r po  c omp ara do  c on  u n  an t i c ue r po  p a re n ta l .  En  u n  as pec to  

p a r t i c u la r ,  l a  s ec ue nc ia  d e  l a  c ad ena  l i g e ra  va r i ab le  de l  a n t i cu e rpo  

t i e ne  a l  me nos  65% de  id en t i da d  a  la  se cu en c ia  d e  SEC ID  NO:  1 .  En  

o t r os  as pec t os ,  l a  c ad en a  p es ad a  va r i a b le  t i en e  p o r  l o  me no s  8 5% de  

i d en t i da d  a  l a  se cu en c ia  de  SEC I D  NO:3  o  l a  s ec ue nc ia  de  SEC ID  5 

NO:  4 .  

 En  c ie r t os  asp ec to s ,  un  m é to do  de  l a  in ve nc ió n  c ompr en de  

mo d i f i ca r  e l  r es i du o  en  l a  po s i c ió n  50  AHo  y / o  e l  r e s id uo  en  la  

p os i c i ón  47  AHo en  l a  ca de na  l i g e ra  va r i ab l e  d e  un  a n t i c ue r po ,  po r  

t a n to  re du c ien do  l a  p r op en s ió n  d e  ag reg ac ió n  de l  a n t i cu e rpo  10 

c omp ara do  co n  un  a n t i c ue r po  p a re n ta l .  En  o t r os  a sp ec tos ,  e l  mé to do  

d e  la  i n venc ión  compr en de  ad emá s  mo d i f i ca r  r es i du os  e n  la  po s ic ión  

AHo 1 2 ,  1 03  y  14 4  d e  la  ca de na  p es ad a  va r ia b le .  

 L a  in ve nc ió n  t am b ié n  p r o vee  an t i c ue rp os  q u e  t i en en  p rop en s ió n  

r edu c id a  pa r a  ag reg ac ión  q ue  com pren de  u na  o  más  mod i f i cac i on es  15 

r edu c to r as  de  ag reg a c ió n .  En  c i e r t os  as pe c tos ,  un  a n t i c ue r po  de  la  

i n ve nc ió n  es  u n  f rag me n to  F ab ,  Fa b ’ ,  u n  F (a b )2 ’ ,  F v  de  un a  ca dena  

( s cF v ) ,  un  F v ,  o  u n  a n t i cu e rp o  l i ne a l .  En  o t r os  a sp ec t os ,  l a  i n ve nc ión  

p ro vee  u na  mo lécu la  b ie sp ec í f i c a  o  b i va le n te  q ue  compr en de  un  

a n t i c ue r po  de  la  i nve n c ión .  20 

 En  o t ros  as pe c tos ,  l a  m od i f i c ac ió n  r edu c to r a  d e  ag reg ac ión  

e s tá  e n  l a  po s ic ió n  AHo 50  d e  l a  ca de na  l i g e ra  va r ia b le .  En  un  

a sp ec t o  pa r t i cu la r ,  l a  mo d i f i ca c ió n  re du c to r a  de  ag reg a c ión  

c ompr en de  un a  a rg i n in a  ( R)  e n  la  p os i c i ón  AHo  5 0  d e  l a  c adena  

l i g e ra  va r iab l e .  T od a v ía  en  o t r o  as pe c to ,  l a  mo d i f i cac ió n  re duc t o ra  25 
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d e  ag reg ac ió n  c omp ren de  u na  sus t i t uc i ón  de  l i s i na  ( K )  p o r  a rg in ina  

( R)  e n  la  p os i c i ón  AHo 5 0  d e  la  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le .  

 T od a v ía  en  o t ro s  as pec t os ,  l a  mo d i f i c ac ió n  r edu c to ra  de  

ag reg a c ió n  e s tá  en  la  p os ic ió n  AHo  4 7  de  la  ca de na  l i g e ra  va r ia b le .  

En  u n  as pec t o  pa r t i c u la r ,  l a  mod i f i ca c ió n  red uc t o ra  de  ag reg ac ió n  5 

c ompr en de  un a  a rg i n in a  ( R)  e n  la  p os i c i ón  AHo  4 7  d e  l a  c adena  

l i g e ra  va r iab l e .  T od a v ía  en  o t r o  as pe c to ,  l a  mo d i f i cac ió n  re duc t o ra  

d e  ag reg ac ió n  c omp ren de  u na  sus t i t uc i ón  de  l i s i na  ( K )  p o r  a rg in ina  

( R)  e n  la  p os i c i ón  AHo 4 7  d e  la  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le .  

 L a  i n venc ión  t am b ié n  p ro ve e  an t i c ue rpo s  es t ab le s  y  s o lu b les  10 

e sp ec í f i c os  pa r a  T NF α ,  l o s  c ua les  compr en de n  s ec ue nc ias  

e sp ec í f i c as  de  c ade na  l i g e ra  y  ca de na  p es ad a  q u e  s e  op t im i zan  pa ra  

e s ta b i l i da d ,  s o l ub i l i d ad ,  un ió n  i n  v i t r o  o  i n  v i vo  d e  TNF α ,  y  b a ja  

i nm un og en ic i da d .  D ic ho s  an t i c ue rp os  e s tán  d i se ña do s  pa r a  e l  

d i ag nó s t i co  y /o  t r a tam ie n to  de  t r as t o rn os  m ed ia do s  con  T NF α .  15 

T amb ién  s e  de sc r ib en  lo s  ác i dos  n uc le i cos ,  vec t o r es  y  cé l u las  

h ué sp ed  pa r a  e xp re s ió n  d e  los  an t i cu e rp os  r ec omb in an te s ,  c ad en as  

l i g e ra s  va r i ab le s  y  cad en as  pes ada s  va r i ab l es  d e  la  i n venc ión ,  

mé t od os  pa r a  a is l a r lo s  y  e l  us o  d e  d ich os  an t i c ue r po s  e n  me d ic in a .  

 L a  in ve nc ió n  t am b ié n  p r o vee  mé t odo s  d e  t r a t a r  u n  t r a s to rno  20 

me d ia do  c on  T NFα  q u e  c ompre nd e  a dm in is t r a r  a  un  su j e to  en  

n ec es id ad  d e l  m i smo  l a  c omp os ic i ón  f a rmac éu t i c a  q u e  c ompr en de  un  

a n t i c ue r po  an t i -T NF α  d e  la  i n venc ión .  En  c ie r t os  as pec t os ,  e l  

t r a s to r no  me d ia do  c on  T NF α  es  un  t r a s to r no  o cu la r  se l ec c i on ado  a  

p a r t i r  de l  g rup o  q ue  co ns is t e  de  u ve í t i s ,  e n f e rmedad  d e  Bec he t ,  25 
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r e t i n i t i s ,  o j o  s eco ,  g la uc oma,  s ín d rome de  S jö rg en ,  ne u ro pa t ía  

d i ab é t i ca ,  es c le r i t i s ,  deg e ner ac ión  ma cu la r  r e l ac io na da  c on  l a  e da d  y  

q ue r a t i t i s .  

 Mo d a l i da des  p re fe r i da s  es pe c í f i ca s  d e  l a  in ven c ión  s e rán  

e v i d en t es  a  p a r t i r  de  l a  s ig u ien t e  d es c r ipc i ón  m ás  d e ta l l ad a  de  5 

c i e r t a s  mod a l id ades  p re f e r id as  y  l as  re i v i n d i ca c i on es .  

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LO S DI BUJO S 

 

 L a  f i g u ra  1  mu es t r a  cu e r vas  de  t i t u l ac i ón  de  pos i c ion es  de  10 

r es id uo  VL4 7  ( l ín e as  s ó l i da s )  y  VL5 0  ( l ín e as  p un t ead as )  e n  dos  

mo léc u las  scF v  d i f e ren t es ,  34 r FW 1.4  ( neg ro )  y  57 8 rFW 1.4  (g r i s ) .  

 L a  f i g u ra  2 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  60  mg /m l .  15 

 L a  f i g u ra  2 B  mu es t r a  e s ta b i l i da d  de  3 4 rFW 1.4_VLK50 R_DHP 

b a jo  co nd ic i on es  ac e le r ad as  de te rm ina da s  p o r  a ná l i s i s  d e  SE- HPLC 

d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  

d e  6 0  mg /m l .  

 L a  f i g u ra  3 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  20 

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  40  mg /m l .  

 L a  f i g u ra  3 B  mu es t r a  e s ta b i l i da d  de  3 4 rFW 1.4_VLK50 R_DHP 

b a jo  co nd ic i on es  ac e le r ad as  de te rm ina da s  p o r  a ná l i s i s  d e  SE- HPLC 
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d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  

d e  4 0  mg /m l .  

L a  f i g u ra  4 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  20  mg /m l .  5 

L a  f i g u ra  4 B  mu es t r a  e s ta b i l i da d  de  3 4 rFW 1.4_VLK50 R_DHP 

b a jo  co nd ic i on es  ac e le r ad as  de te rm ina da s  p o r  a ná l i s i s  d e  SE- HPLC 

d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  

d e  2 0  mg /m l .  

L a  f i g u ra  5 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  10 

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  60  mg /m l .  

L a  f i g u r a  5 B  m ues t r a  es ta b i l i da d  de  3 4 rFW 1.4_VL K50 R ba jo  

c on d ic io ne s  a ce le r ada s  d e te rm ina da s  p o r  aná l i s i s  d e  SE- HPLC 

d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  15 

d e  6 0  mg /m l .  

L a  f i g u ra  6 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  40  mg /m l .  

L a  f i g u r a  6 B  m ues t r a  es ta b i l i da d  de  3 4 rFW 1.4_VL K50 R ba jo  20 

c on d ic io ne s  a ce le r ada s  d e te rm ina da s  p o r  aná l i s i s  d e  SE- HPLC 

d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  

d e  4 0  mg /m l .  
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L a  f i g u ra  7 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  20  mg /m l .  

L a  f i g u r a  7 B  m ues t r a  es ta b i l i da d  de  3 4 rFW 1.4_VL K50 R ba jo  

c on d ic io ne s  a ce le r ada s  d e te rm ina da s  p o r  aná l i s i s  d e  SE- HPLC 5 

d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  

d e  2 0  mg /m l .  

L a  f i g u ra  8 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  60  mg /m l .  10 

L a  f i g u ra  8B  mue s t ra  es ta b i l i d ad  d e  3 4 rFW 1.4_K47R b a jo  

c on d ic io ne s  a ce le r ada s  d e te rm ina da s  p o r  aná l i s i s  d e  SE- HPLC 

d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  

d e  6 0  mg /m l .  

L a  f i g u ra  9 A  mu es t r a  es t ab i l i d ad  d e  34 rFW 1.4  b a jo  c on d i c i ones  15 

a ce le ra das  de t e rm in ad as  po r  an á l i s i s  de  SE-HPL C des pu és  de  2  

s ema nas  de  i nc ub ac ión  a  4 0ºC y  us and o  c on ce n t rac i ón  de  20  mg /m l .  

L a  f i g u ra  9B  mue s t ra  es ta b i l i d ad  d e  3 4 rFW 1.4_K47R b a jo  

c on d ic io ne s  a ce le r ada s  d e te rm ina da s  p o r  aná l i s i s  d e  SE- HPLC 

d es pu és  d e  2  sema na s  de  in cu bac ión  a  40º C y  us an do  co nc en t r ac ión  20 

d e  2 0  mg /m l .  

 

 

 

 25 
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DESCRI PCIÓN DET AL L AD A DE  L A INVENCIÓ N 

 

 Un  ob j e to  g e ner a l  d e  la  i n venc ión  es  p ro veer  an t i c ue r pos  

e s ta b les  y  s o lu b les  t e n ie nd o  p ro pe ns ión  re du c ida  p a ra  ag reg ar  en  

s o lu c i ón .  En  un a  m od a l i da d  p re f e r id a  d ich o  an t i cue rpo  e s  un  5 

a n t i c ue r po  sc F v  o  f r ag men t o  Fa b .  Lo s  an t i c ue r po s  de  l a  i n ve nc ión  

c ompr en de n  d e  p re f e re nc ia  u na  c ade na  l i g e r a  y  p es ad a  c omo se  

d es c r ib e  en  l a  p r ese n te .  

 L os  p a r t i c u l a re s  mo s t ra do s  en  la  p re se n te  s on  p o r  me d io  d e  

e j emp lo  y  pa r a  p r op ós i t os  d e  d is cus ión  i l u s t ra t i va  d e  l as  mo da l id ades  10 

p re f e r i da s  d e  l a  p re se n te  in ve nc ió n  so lame n te  y  so n  p re se n ta da s  en  

l a  ca us a  d e  p ro vee r  lo  q u e  s e  c re e  es  l a  d es c r ipc i ón  m ás  ú t i l  y  

p ron t ame n te  e n te nd ida  d e  lo s  p r i nc i p i o s  y  a sp ec to s  c onc ep t ua les  de  

va r ia s  mod a l i da des  de  la  in ven c ió n .  En  es t e  res pe c to ,  n o  se  h ace  

n i ng ún  in t en t o  p o r  mos t r a r  d e ta l l e s  e s t ru c tu r a l es  de  la  in ven c ión  en  15 

má s  d e ta l l e  d e  l o  q ue  es  nec es ar io  pa r a  e l  en t en d im ien to  

f und ame n ta l  d e  l a  in ven c ió n ,  l a  de sc r i pc ió n  t oma da  co n  los  d i bu jos  

y / o  e j emp lo s  ha c ie nd o  e v i d en te s  a  aq u e l lo s  e xper t os  e n  la  t écn ica  

c ómo las  va r ias  f o rmas  d e  l a  in ve nc ión  s e  pue de n  ab arc a r  en  la  

p rác t i ca .  20 

 A  f i n  de  q u e  la  p r es en t e  in ve nc ió n  s ea  e n te nd id a  me j o r ,  c ie r t os  

t é rm ino s  se rá n  de f i n id os  de  la  s ig u ie n te  ma ner a .  Se  es t ab lecen  

d e f in i c i on es  ad ic i on a le s  a  lo  l a rg o  de  l a  d esc r i pc ió n  de t a l l a da .  Las  

s ig u ien te s  d e f i n i c io ne s  y  e xp l i ca c ion es  deb en  y  p re te nd en  es ta r  

c on t r o la nd o  en  cu a lq u ie r  c on s t ru cc i ón  f u tu r a  a  me nos  q ue  se  25 
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mo d i f i q uen  d e  m ane ra  c la r a  y  n o  amb ig ua  e n  l os  s ig u ien te s  e j emp los  

o  cu an do  l a  a p l i ca c ió n  d e l  s ig n i f i cad o  hag a  c ua lq u ie r  c on s t ru cc ión  

s i n  sen t i do  o  e n  es en c ia  s in  se n t id o .  En  c as os  en  d on de  la  

c on s t ruc c ió n  d e l  t é rm ino  l o  h a r ía  s i n  s en t id o  o  e n  ese nc ia  s in  

s en t i do ,  l a  d e f in i c i ón  s e r ía  t om ada  de l  d i c c io na r io  W ebs te r ,  3 ª  5 

e d ic i ón  o  u n  d i cc ion a r io  co no c ido  a  aq ue l l os  en  l a  t é cn ic a ,  t a l  como 

e l  D i cc io na r i o  O xf o rd  de  B ioq u ím ic a  y  B io log ía  Mo lec u la r  ( Ed .  

An t ho n y  Sm i t h ,  O x fo rd  Un i ve rs i t y  P r ess ,  O xf o rd ,  20 04) .  

 E l  t é rm ino  “ an t i c ue rpo ”  c omo se  usa  e n  la  p r es en te  i n c lu ye  

a n t i c ue r pos  en t e ros  y  cu a lq u ie r  f r agme n to  de  u n ió n  a  a n t íg en o  (es  10 

d ec i r ,  “ po rc i ón  de  un ión  a  an t íg en o” ,  “ p o l ip ép t id o  d e  u n ión  a  

a n t íg en o”  o  “ i nmun oag lu t i na n te ” )  o  u na  s o la  ca de na  de l  m ismo.  Un  

“ an t i c ue r po ”  i nc l u ye  u na  g l i c op r o te ín a  q ue  c ompre nd e  p o r  l o  m enos  

d os  c ad en as  pe sad as  (H )  y  d os  ca de na s  l i g e ra s  ( L )  i n t e r co ne c tadas  

p o r  e n la ces  de  d isu l f u ro ,  o  u na  po r c ió n  d e  u n ió n  d e  a n t íg en o  d e  los  15 

m ismo s .  Ca da  ca de na  p es ad a  e s tá  com pu es t a  d e  un a  reg ió n  va r ia b le  

d e  ca de na  pe sa da  ( ab r e v ia da  e n  la  p res en t e  c omo V H )  y  u na  reg ión  

c on s ta n te  d e  ca den a  p esa da .  La  reg ió n  co ns t an t e  de  c ad en a  p esada  

e s tá  com pu es ta  de  t r e s  d om in io s ,  CH1,  CH2 y  CH3.  Ca da  ca dena  

l i g e ra  es t á  com pue s ta  de  un a  reg ió n  va r ia b le  de  ca de na  l i g e ra  20 

( ab r e v ia da  en  la  p res en t e  c omo  V L )  y  u na  reg ió n  co ns t an t e  de  

c ad en a  l i g e ra .  L a  reg ió n  c on s ta n te  de  ca de na  l i g e r a  e s tá  c ompu es ta  

d e  u n  d om in io  CL .  L as  r eg ion es  V H  y  V L  s e  p ue de n  s ub d i v id i r  en  

r eg io ne s  de  h i pe rva r ia b i l i da d ,  de nom in ad as  reg ion es  d e te rm ina n tes  

d e  c omp lem en t a r ied ad  ( CDR) ,  i n t e r ca lad as  c on  r eg ione s  q ue  es tán  25 
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má s  co nser va da s ,  d en om in ad as  reg ion es  d e  es t r uc t u ra  (F R) .  Cad a  V H  

y  V L  e s tá  c ompu es t a  de  t r e s  CDRs  y  cu a t ro  F Rs ,  d i s pu es tas  de  

t e rm ina l  am ino  a  t e rm ina l  c a rb o x i  e n  e l  s ig u ie n te  o rd en :  F R1 ,  CDR1,  

F R2 ,  CDR2,  FR3 ,  CDR3,  F R4 .  Las  r eg ion es  va r ia b les  de  l as  c ad enas  

p es ad as  y  l i g e r as  c on t i en en  un  dom in io  d e  u n ió n  q ue  in t e ra c tú a  con  5 

u n  a n t íg en o .  La s  reg io nes  c on s ta n te s  de  l os  a n t i cue rpo s  pu eden  

me d ia r  l a  un ión  de  inm un og lo bu l i na  a  t e j i do s  hu ésp ed  o  f ac to res ,  

i n c lu yen do  va r i as  c é lu l as  d e l  s i s t ema i nmu ne  ( po r  e j emp lo ,  cé l u las  

e f ec t o ra s )  y  e l  p r imer  c omp on en t e  (C lq )  d e l  s i s t ema de  c omp lemen t o  

c l ás ic o .  10 

 E l  t é rm ino  “p o rc i ón  de  u n ión  a  an t íg en o”  d e  un  a n t i cu e rpo  (o  

s im p leme n te  “ p ro te ín a  de  an t i c ue r po ” )  se  r e f ie r e  a  u no  o  más  

f r ag men to s  d e  un  an t i cu e rp o  q ue  r e t ie ne n  la  ha b i l i d ad  d e  

e sp ec í f i c ame n te  un i r  a  un  an t íg e no  (p o r  e j emp lo ,  T NF) .  Se  ha  

mo s t ra do  q ue  la  f u nc ión  d e  un ión  a  a n t íg en o  de  u n  an t i cu e rpo  se  15 

p ue de  re a l i za r  p o r  f r ag men to s  de  un  an t i cu e rp o  de  l ong i t u d  com p le ta .  

E j emp los  d e  f r agme n to s  de  u n ió n  a barc ad os  d en t ro  de l  t é rm ino  

“ po rc i ón  d e  un ión  a  an t íg e no”  d e  u n  an t i cu e rp o  in c l u ye n  ( i )  un  

f r ag men to  F ab ,  un  f r ag men to  mo no va len t e  q ue  co ns i s te  d e  los  

d om in io  V H ,  V L ,  CL  y  CH1;  ( i i )  u n  f r ag men to  F (a b ’ ) 2 ,  un  f r ag men to  20 

b i va l en te  q u e  comp ren de  dos  f r ag men t os  F ab  l i g ad os  po r  un  p ue n te  

d e  d isu l f u ro  en  la  r eg ió n  de  g o zn e ;  ( i i i )  un  f r ag men t o  F d  q ue  c ons i s te  

d e  lo s  d om in io s  V H  y  CH1;  ( i v )  un  f r ag men t o  F v  q ue  c on s is te  de  los  

d om in ios  V L  y  V H  d e  un  s o lo  b r a zo  d e  un  a n t i c ue r po ;  ( v )  un  s o lo  

d om in io  o  f r ag men to  d Ab  (W ard  y  o t ros ,  ( 19 89)  Nat u re  34 1 :5 44- 546) ,  25 
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q ue  co ns is t e  d e  un  dom in io  V H ;  y  ( v i )  un a  reg ión  de te rm ina n te  de  

c omp lemen t a r ie da d  a is l ad a  (CDR)  o  ( v i i )  u na  com b in ac ió n  de  dos  o  

má s  CDRs  a i s la da s  q u e  opc ion a lme n te  s e  pu ed en  j u n ta r  p o r  un  

e n la za dor  s i n té t i c o .  Adem ás ,  a unq u e  l o s  do s  d om in io s  de l  f r ag men to  

F v ,  V L  y  V H ,  se  co d i f i c an  po r  g e ne s  s ep ara do s ,  s e  p ue de n  j un ta r ,  5 

u sa nd o  méto dos  re com b ina n te s ,  po r  un  e n la za dor  s in té t i co  q ue  l es  

p e rm i te  h ace rse  com o un a  so la  c ade na  d e  p ro t e ín a  en  d on de  las  

r eg io ne s  V L  y  V H  f o rman  p a re j a  p a ra  f o rmar  m o léc u la s  mo no va le n tes  

( c on oc idas  c omo ca de na  ún ic a  F v  ( sc F v) ;  ve r ,  p o r  e j emp lo ,  B i rd  y  

o t r os  (1 98 8)  Sc ien ce  2 42 : 42 3-4 26 ;  y  Hus t on  y  o t r os  ( 198 8)  Proc .  10 

Nat l .  Aca d .  Sc i .  USA  85 : 58 79- 58 83) .  D ich os  an t i c ue r pos  de  ca de na  

ú n ic a  t am b ié n  d ebe n  es t a r  a ba r ca dos  d en t r o  d e l  t é rm ino  “p o rc i ón  de  

u n ió n  a  an t íg e no”  d e  u n  a n t i c ue r po .  Es to s  f r ag men tos  d e  a n t i c ue r po  

s e  o b t ie ne n  us an do  t éc n ica s  con ve nc io na les  c ono c id as  c on  

e xp er ie nc ia  en  l a  t é cn ic a ,  y  l os  f r agme n to s  s on  se le cc i o na do s  p a ra  15 

u t i l i da d  en  l a  m isma ma ner a  como so n  an t i cue rpo s  i n ta c tos .  Se  

p ue de n  p ro duc i r  po rc io ne s  d e  u n ió n  a  a n t íg en o  p o r  t é cn i ca s  d e  ADN 

r ecom b in an te ,  o  po r  co r t e  e n z imá t i co  o  q u ím ico  d e  i nmu nog lo bu l in as  

i n t ac t as .  Los  a n t i c ue r po s  p ue de n  s e r  de  d i f e ren te  i s o t ip o ,  p o r  

e j emp lo ,  un  I g G  (po r  e j em p lo ,  un  s ub t ip o  I g G1 ,  I g G2 ,  I gG3  o  I g G4) ,  20 

a n t i c ue r po  I g A1 ,  I gA2 ,  I g D,  I g E  o  I g M.  

 E l  t é rm ino  “ es t r uc tu ras ”  s e  re f ie re  a  l a s  po r c io nes  r econ oc idas  

e n  la  t é cn ic a  d e  un a  reg ió n  va r i ab l e  d e  a n t i cu e rp o  q ue  e x i s te n  e n t re  

l a s  reg io ne s  CDR m ás  d i ve rg e n te s .  D ic has  reg ion es  d e  es t ruc tu ra  

t íp i came n te  so n  r e f e r i da s  c omo es t ruc t u ra s  1  a  4  (F R1 ,  FR2 ,  FR3  y  25 
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F R4)  y  p ro vee n  un  and am ia j e  pa r a  man t en er ,  en  esp ac io  

t r i d im ens ion a l ,  l as  t r es  CDRs  e nco n t r ada s  e n  u na  reg ión  va r i ab l e  de  

a n t i c ue r po  d e  cad en a  pe sa da  o  l i g e ra ,  de  mo do  q ue  la s  CDRs  pu eden  

f o rmar  un a  su per f i c i e  de  u n ió n  a  a n t íg e no .  D ich as  e s t ru c tu ras  

t am b ié n  p ued en  se r  r e f e r i da s  com o a nd am ia je s  ya  q ue  p ro veen  5 

s op or te  p a ra  l a  p re se n ta c i ón  d e  l as  CDRs  m ás  d i ve rge n te s .  O t ras  

CDRs  y  es t r uc t u ra s  de  l a  su per f am i l i a  de  inmu nog lo bu l i na ,  t a les  

c omo r ep e t i c io nes  d e  a nq u i r in a  y  f i b ro ne c t in a ,  se  pu ed en  us a r  como 

mo léc u las  de  un ión  a  an t íg e no  ( ve r  t am b ié n ,  p o r  e j emp lo ,  p a te n tes  

d e  E . U .A .  Nos .  6 ,3 00 , 06 4 ,  6 ,8 15 , 540  y  pu b l i ca c ió n  de  p a te n te  de  10 

E .U . A .  No .  2 00 40 13 20 28) .  

 E l  t é rm in o  “ ep í t op o ”  o  “ de t e rm ina n te  an t ig é n ico ”  s e  re f i e re  a  un  

s i t i o  e n  un  an t íg en o  a l  c ua l  e sp ec í f i c ame n te  s e  un e  u na  

i nm un og lobu l i na  o  a n t i cu e rp o  (p o r  e j emp lo ,  T NF) .  Un  e p í t opo  

t íp i came n te  inc l u ye  p o r  l o  me nos  3 ,  4 ,  5 ,  6 ,  7 ,  8 ,  9 ,  10 ,  1 1 ,  1 2 ,  13 ,  15 

1 4  ó  1 5  am inoá c ido s  e n  un a  co n f o rma c ió n  e sp ac ia l  ún ic a .  Ve r ,  po r  

e j emp lo ,  Ep i t op e  Ma pp ing  Pro t oc o ls  in  Me th od s  in  Mo lec u la r  B io logy ,  

vo l .  6 6 ,  G .  E .  Mor r i s ,  Ed .  ( 19 96) .  

 L os  t é rm in os  “ un ió n  es pec í f i ca ” ,  “ u n ió n  se le c t i va ” ,  

“ s e le c t i vam en t e  une ”  y  “ es pec í f i c amen t e  u ne”  s e  re f ie r en  a  un ión  de  20 

a n t i c ue r po  a  un  ep í t op o  e n  u n  a n t íg en o  p re de t e rm in ado .  

T íp ic amen t e ,  e l  a n t i c ue r po  se  u ne  c on  un a  a f in id ad  (K D )  de  

a p ro x ima dame nte  me no s  d e  10 - 7  M ,  t a l  c omo ap ro x ima dame nte  

me no s  d e  1 0 - 8  M ,  1 0 - 9  M  o  10 - 1 0  M  o  i nc lu so  m en or ,  c omo se  
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d e te rm ina  u sa ndo  t ecn o log ía  de  r eso na nc ia  de  p l asm ones  

s up er f i c ia l es  ( SPR)  e n  u n  in s t rume n to  B IACORE.  

 E l  t é rm in o  “ K D ”  se  r e f i e re  a l  eq u i l i b r i o  de  d iso c iac i ón  con s ta n te  

d e  un a  i n te r acc i ón  p a r t i c u l a r  de  an t i cu e rp o -a n t íg en o .  En  c ie r t as  

mo da l i da des ,  a lg u no s  an t i c ue r po s  de  la  in ve nc ió n  s e  un en  a  T NF  con  5 

u n  eq u i l i b r i o  de  d is oc i ac ió n  con s ta n te  ( K D )  de  me nos  de  

a p ro x ima dame nte  1 0 - 7  M ,  t a l  como me no s  d e  a p ro x ima dam ent e  1 0 - 8  

M ,  1 0 - 9  M  o  10 - 1 0  M  o  in c lus o  me nos ,  p o r  e j emp lo ,  c omo s e  d e te rm ina  

u sa nd o  t e cno log ía  d e  re so na nc ia  de  p l asmo ne s  s up er f i c i a l es  ( SPR)  

e n  u n  in s t rume n to  B IACORE.  10 

 Com o se  usa  en  la  p res en t e ,  “ i de n t id ad ”  s e  re f i e re  a  la  

c omp ara c ión  de  s ec ue nc ia  en t r e  do s  p o l ip ép t id os ,  mo léc u la s  o  en t re  

d os  ác i do s  n uc le i co s .  Cu an do  un a  po s ic ió n  en  l as  dos  se cu en c ias  

c omp ara das  es  o cup ad a  po r  l a  m isma s ub un ida d  mo nomér ic a  d e  bas e  

o  am in oá c id o  (p o r  e j emp lo ,  s i  un a  po s ic ió n  en  ca da  un a  de  l as  dos  15 

mo léc u las  de  ADN es  o cu pa da  po r  ad en ina ,  o  u na  po s ic i ón  en  cada  

u no  de  l os  dos  po l ip ép t i do s  es  oc up ad a  p o r  u na  l i s i na ) ,  e n to nc es  las  

mo léc u las  r es pec t i va s  s on  i dé n t i ca s  e n  e sa  pos i c ió n .  La  “ i de n t idad  

d e  po rc en t a j e ”  en t r e  d os  s ec ue nc ia s  es  un a  f unc ió n  de l  núm ero  de  

p os i c i on es  d e  c omp ara c ió n  c omp ar t id as  p o r  l a s  dos  s ecu en c ias  20 

d i v i d id as  p o r  e l  n úmer o  de  pos i c io ne s  com par ad as  x  1 00 .  Po r  

e j emp lo ,  s i  6  a  10  d e  l as  p os ic i on es  e n  d os  se cu en c ias  s e  com paran ,  

e n to nc es  l as  do s  se cu en c ias  t i en en  60%  d e  id en t i da d .  Po r  me d io  de  

e j emp lo ,  l as  se cu en c ia s  d e  ADN CT GACT  y  CAGGTT  comp ar te n  50% 

d e  i de n t id ad  (3  de  la s  6  p os ic io ne s  t o t a l es  s on  ig ua la da s ) .  Po r  lo  25 
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g en era l ,  se  ha ce  un a  c omp ara c ión  cua nd o  d os  sec ue nc ia s  s e  a l i n ean  

p a ra  d a r  má x im a  id en t i da d .  D i ch a  a l i ne ac ió n  s e  pu ed e  p ro veer  

u sa nd o ,  p o r  e j em p lo ,  e l  mé to do  de  Nee d lem an  y  o t ro s  (19 70)  J .  Mo l .  

B i o l .  48 :  44 3 -4 53 ,  imp leme n tad o  d e  man era  c on ve n ien te  po r  

p rog rama s  d e  c omp u ta c i ón  t a l  c omo  e l  p rog ram a A l ig n  ( DNAs ta r ,  5 

I n c . ) .  L a  id en t id ad  d e  p o rc en t a j e  en t re  do s  s ecu en c ias  de  am in oá c ido  

t am b ié n  s e  p ue de  d e te rm ina r  us an do  e l  a lg o r i tmo  de  E .  Me yers  y  W .  

M i l l e r  ( Comp ut .  App l .  B io sc i .  4 : 11- 17  (1 99 8) )  q ue  se  ha  in co r po r ado  

e n  e l  p rog rama  AL IGN ( ve rs ió n  2 .0 ) ,  u sa nd o  un a  t a b la  d e  r es i duo  de  

p es o  PAM1 20 ,  un a  p en a l id ad  de  lo ng i t ud  po r  ca da  g ap  ( pu n tu ac ión  10 

d e l  a l i ne am ien t o  po r  ca da  hu ec o)  d e  1 2  y  un a  p en a l id ad  po r  c ad a  g ap  

d e  4 .  Adem ás ,  l a  i d en t i da d  de  p o rc en t a j e  e n t re  dos  s ec ue nc ias  de  

am ino ác id o  se  pu ed e  d e te rm in a r  u sa nd o  e l  a lg o r i tmo  de  Ne ed leman  y  

W unsch  (J .  Mo l .  B i o l .  4 8 :44 4 -4 53  (19 70) )  q ue  se  h a  i nc o rp o ra do  en  

e l  p r og rama G AP en  e l  paq u e te  de  s o f tware  GCG (d i sp on ib l e  en  15 

www. g cg . com) ,  u san do  un a  ma t r i z  B los sum 6 2  o  u na  ma t r i z  PAM2 50 ,  

y  un  p eso  de  g ap  de  1 6 ,  1 4 ,  1 2 ,  1 0 ,  8 ,  6  ó  4  y  un  p eso  de  l ong i t u d  de  

1 ,  2 ,  3 ,  4 ,  5  ó  6 .  

 Sec ue nc ias  “ s im i la r es ”  s on  aq ue l la s  q ue ,  cu an do  s e  a l i nean ,  

c omp ar te n  re s i du os  de  am in oác ido  id én t i cos  y  s im i la re s ,  e n  d on de  20 

l o s  res i du os  s im i la r es  s on  s us t i t u c i one s  co ns er vad oras  p a ra  r es i du os  

d e  am in oác ido  c o r r esp on d ie n tes  e n  un a  se cu enc ia  de  re f e re nc ia  

a l i ne ad a .  En  es te  re sp ec to ,  u na  “ su s t i t uc i ón  c on ser va dor a ”  d e  un  

r es id uo  en  u na  sec ue nc ia  d e  re f e ren c ia  es  un a  sus t i t u c ió n  p r o  un  

r es id uo  q ue  e s  f ís i c a  o  f unc io na lme n te  s im i la r  a l  r es i du o  de  25 
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r e f e re nc ia  co r r esp on d ie n te ,  p o r  e j em p lo ,  q ue  t i e ne  u n  t ama ño  

s im i la r ,  f o rma ,  ca rg a  e lé c t r i ca ,  p r op ie da de s  q u ím ic as ,  i n c lu yen do  la  

h ab i l i da d  de  f o rmar  en lac es  co va le n te s  o  de  h i d róg e no ,  o  s im i l a res .  

De  e s ta  ma ner a ,  un a  “ s ecu en c ia  d e  su s t i t uc i ón  c on ser va dor a ”  e s  una  

q ue  d i f i e r e  de  un a  s ec ue nc ia  de  re f e r enc ia  o  u na  sec ue nc ia  d e  t i po  5 

s i l ves t r e  en  cu an to  a  q ue  es t án  p r es en t es  un a  o  m ás  su s t i t uc i ones  

c on ser vad ora s .  L a  “ s im i l i t ud  de  p o rce n ta j e ”  e n t re  d os  s ec ue nc ias  es  

u na  f unc ió n  d e l  núm ero  de  p os ic io ne s  q ue  co n t ie ne n  r es id uo s  de  

c omp ara c ión  o  s us t i t u c ion es  c ons er va dor as  c omp ar t i das  p o r  l as  d os  

s ec ue nc ia s  d i v i d i da s  p o r  e l  n úmero  de  po s i c io nes  compa rad as  x  100 .  10 

Por  e j emp lo ,  s i  6  d e  1 0  de  l as  p os i c i on es  en  d os  se cu en c ias  se  

ig ua lan  y  2  de  1 0  p os i c i on es  co n t i ene n  s us t i t uc io ne s  co ns er vad oras ,  

e n to nc es  la s  d os  se cu en c ias  t i en en  80% de  s im i l i t ud  p os i t i va .  

 Com o se  u sa  e n  l a  p res en t e ,  e l  t é rm in o  “mod i f i c ac i on es  de  

s ec ue nc ia  co nserva d ora ”  se  deb e  re f e r i r  a  m od i f i c ac io ne s  de  15 

am ino ác id o  q ue  n o  a f ec ta n  de  ma ner a  neg a t i va  o  a l t e r an  la  

c a ra c te r ís t i cas  d e  u n ió n  de l  a n t i cu e rpo  q ue  c on t i en e  l a  s ec ue nc ia  de  

am ino ác id o .  D ic ha s  mo d i f i c ac io ne s  de  se cu en c ia  c on ser vadora  

i n c lu yen  s us t i t u c io ne s ,  ad i c i on es  y  om is i on es  d e  n uc leó t id o  y  

am ino ác id o .  Po r  e j em p lo ,  s e  p ue de n  in t r od uc i r  mo d i f i ca c io nes  po r  20 

t é cn ic as  es t ánd ar  c on oc id as  en  la  t é cn ic a ,  t a l  c omo m utag é nes is  

d i r i g id a  de  s i t i o  y  mu t ag én es is  me d iad a  po r  PCR.  La s  su s t i t uc i on es  

d e  am ino ác id o  co ns er vad oras  i nc lu yen  aq ue l l as  e n  d ond e  e l  r es id uo  

d e  am ino ác ido  es  r eem p la zad o  c on  un  res i du o  de  am in oá c ido  q ue  

t i e ne  un a  c ad en a  l a t e ra l  s im i l a r .  L as  f am i l i as  de  am in oá c id os  con  25 
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c ad en as  l a te r a le s  b ás i cas  (p o r  e j emp lo ,  l i s i na ,  a rg i n ina ,  h i s t i d ina ) ,  

c ad en as  la t e ra le s  ác i da s  (po r  e j emp lo ,  ác id o  as pár t i c o ,  ác ido  

g l u tám ic o ) ,  c ad ena s  la te ra le s  p o la re s  n o  ca rg a da s  (p o r  e j emp lo ,  

g l i c i na ,  as par ag ina ,  g lu t am ina ,  se r in a ,  t r e on ina ,  t i r o s i n a ,  c i s t e ína ,  

t r i p t ó f ano ) ,  c ad ena s  l a te r a les  n o  p o la r es  (p o r  e j emp lo ,  a la n ina ,  5 

va l i n a ,  l e uc in a ,  i s o l e uc ina ,  p ro l i na ,  f en i l a la n i na ,  me t io n in a ) ,  ca denas  

l a t e ra l es  be t a - ram i f i c ad as  ( po r  e j em p lo ,  t r eo n in a ,  va l i na ,  i s o le uc ina )  

y  ca de nas  l a te r a les  a rom át i ca s  (p o r  e j emp lo ,  t i r os i na ,  f en i la l an ina ,  

t r i p t ó f ano ,  h i s t i d ina ) .  De  e s ta  ma nera ,  un  re s i du o  de  am in oá c ido  no  

e se nc ia l  p re d ic ho  en  un  an t i c ue r po  p a r t i cu l a r  p r e f er ib l eme n te  es  10 

r eemp la zad o  co n  o t ro  r es id uo  de  am in oá c id o  de  l a  m isma f am i l i a  de  

c ad en a  l a te r a l .  Los  mé t od os  d e  i de n t i f i c a r  nuc leó t i do  y  s us t i t u c iones  

c on ser vad ora s  de  am ino ác id o  q ue  n o  e l im in an  u n ió n  a  a n t íg en o  son  

b i en  co no c ido s  e n  la  t éc n ica  ( ve r ,  p o r  e j emp lo ,  B r umme l l  y  o t ros ,  

B ioc hem .  32 : 11 80- 118 7  ( 19 93) ;  Kob a yas h i  y  o t ro s  Pro t e i n  Eng .  15 

1 2 (1 0 ) :8 79 - 88 4  (19 99) ;  y  Bu rk s  y  o t r os  Proc .  Na t l .  Aca d .  Sc i .  USA  

9 4 :4 12 - 41 7  (1 99 7) ) .  

 “ Sec ue nc ia  de  con se ns o  de  am in oác ido ”  com o se  usa  e n  l a  

p res en t e  se  r e f i e re  a  un a  se cu en c ia  de  am ino ác id o  q ue  s e  p ue de  

g en era r  us an do  u na  ma t r i z  de  po r  l o  me no s  d os ,  y  p r e f e r i b lemen te  20 

má s ,  se cu enc ias  de  am ino ác ido  a l i nea da s ,  y  p e rm i t i en do  hu ec os  en  

l a  a l i ne ac ión ,  de  mo do  q u e  es  po s ib l e  d e te rm in a r  e l  r e s id uo  de  

am ino ác id o  má s  f r ecu en t e  e n  ca da  p os ic i ón .  La  se cu en c ia  de  

c on se nso  es  aq ue l l a  se cu enc ia  q ue  com pre nd e  lo s  am ino ác idos  q ue  

s on  r ep r ese n ta do s  c on  má s  f r ec ue nc ia  en  c ad a  po s ic ión .  En  e l  caso  25 
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d e  q ue  l os  d os  o  má s  am in oá c ido s  s ea n  re p re sen t ad os  de  ma nera  

ig ua l  e n  un a  so la  p os i c i ón ,  l a  s ecu en c ia  d e  con se ns o  in c lu ye  ambos  

o  t od os  de  aq ue l los  am ino ác ido s .  

 L a  se cu enc ia  de  am in oá c ido  d e  un a  p ro te ín a  s e  pu ed e  a na l i za r  

a  va r io s  n i ve l es .  Po r  e j emp lo ,  s e  pu ed e  e xh ib i r  l a  con se r vac ión  o  5 

va r ia b i l i da d  e n  e l  ú n ic o  n i ve l  d e  res id uo ,  m ú l t i p le  n i ve l  d e  re s id uo ,  

mú l t i p l e  r es i du o  c on  h ue co s ,  e t c .  L os  res i du os  pu ed en  e xh ib i r  

c on se r vac ión  de l  r e s id uo  i dé n t i co  o  s e  pu ed en  co nse r va r  a l  n i ve l  de  

c l as e .  E jem p lo s  d e  c l as es  d e  am ino ác ido  i nc lu ye n  g rupo s  R  p o la res  

p e ro  n o  ca rg a dos  ( s e r in a ,  t r eo n ina ,  a sp arag in a  y  g l u tam in a ) ;  g rupos  10 

R  ca rg a dos  p os i t i va me n te  ( l i s in a ,  a rg i n in a  e  h is t i d i na ) ;  g rupos  R  

c a rg ad os  neg a t i vame n te  (ác i do  g lu t ám ic o  y  ác id o  asp ár t i c o ) ;  g rupos  

R  h id r o f ób i co s  (a la n in a ,  i so le uc ina ,  l e uc i na ,  me t io n in a ,  f en i l a la n i na ,  

t r i p t ó f ano ,  va l i na  y  t i r o s in a ) ;  y  am in oá c id os  es pe c ia le s  ( c i s t e ín a ,  

g l i c i na  y  p r o l i n a ) .  O t ra s  c l ase s  s on  c on oc idas  a  un  e xp er to  en  la  15 

t é cn ic a  y  se  p ue de n  de f i n i r  usa nd o  d e te rm inac ion es  es t r uc t u ra les  u  

o t r os  d a tos  p a ra  eva lu a r  h ab i l i d ad  d e  sus t i t uc ió n .  En  ese  s en t id o ,  un  

am ino ác id o  sus t i t u ib l e  pu ed e  r e f e r i r s e  a  cu a lq u ie r  am in oá c id o  q ue  se  

p ue de  su s t i t u i r  y  ma n te ner  co ns e r va c ió n  f unc ion a l  en  esa  po s ic ió n .  

 S i n  emb arg o ,  se  re co no cer á  q u e  lo s  am in oác ido s  de  la  m isma 20 

c l as e  p ue de n  va r ia r  e n  g ra do  p o r  su s  p ro p ie da des  b io f í s i ca s .  Po r  

e j emp lo ,  s e  r ec on oc erá  q ue  c ie r t os  g rup os  R  h id ro f ób ic os  (po r  

e j emp lo ,  a la n in a ,  s e r in a  o  t r eo n in a )  s on  m ás  h i d ro f í l i c os  ( es  dec i r ,  

d e  m a yor  h i d ro f i l i c i d ad  o  m en or  h i d ro f ob i c ida d )  q u e  o t r os  g ru pos  R  

h i d ro f ób i cos  (p o r  e j em p lo ,  va l i na  o  leu c in a ) .  Se  p ue de  de t e rm in a r  la  25 
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h id ro f i l i c i da d  o  h id r o f ob i c id ad  re l a t i va  us an do  mét od os  re co noc idos  

e n  l a  t écn i ca  ( ve r ,  po r  e j emp lo ,  Ros e  y  o t ros ,  Sc ie nce ,  2 29 :  8 34 - 838  

( 198 5)  y  Cor ne t t e  y  o t r os ,  J .  Mo l .  B i o l . ,  1 95 :  65 9 -6 85  ( 198 7) ) .  

 Com o s e  usa  e n  l a  p res en t e ,  cua nd o  un a  sec ue nc ia  de  

am ino ác id o  se  a l i ne a  (po r  e j emp lo ,  un a  p r imer a  sec ue nc ia  de  V H  o  5 

V L )  c on  un a  o  má s  s ec uen c ia s  d e  am ino ác ido  ad i c i on a les  (po r  

e j emp lo ,  u na  o  más  se cu enc ias  de  V H  o  V L  e n  u na  ba se  d e  da tos ) ,  

u na  po s i c ió n  de  am ino ác id o  e n  una  sec ue nc ia  (po r  e j emp lo ,  l a  

p r im era  se cu enc ia  de  V H  o  V L )  s e  pu ed e  comp ara r  a  u na  “p os ic i ón  

c o r re sp on d ien t e ”  e n  l a  u na  o  má s  s ec ue nc ia s  de  am in oá c ido  10 

a d ic i on a les .  Como  se  us a  en  la  p r ese n te ,  l a  “ p os ic i ón  

c o r re sp on d ien t e ”  r e p re se n ta  la  p os ic i ón  eq u i va l en t e  e n  la  

s ec ue nc ia ( s )  s i en do  c ompar ad a  c ua nd o  l as  s ec ue nc ia s  se  a l i nean  

ó p t imam ente ,  es  de c i r ,  cu an do  la s  sec ue nc ia s  se  a l i ne an  pa r a  l og ra r  

u na  i de n t id ad  de  po rce n ta j e  más  a l t a  o  s im i l i t ud  de  p o rce n ta j e .  15 

 E l  t é rm in o  “mo lé cu la  de  ác i do  nuc le i co ”  se  r e f ie r e  a  m o lé cu las  

d e  ADN y  mo lé cu las  d e  ARN.  Una  mo lé cu la  d e  ác id o  nuc le i co  p ue de  

s e r  de  u na  c ad en a  o  d e  do b le  ca de na ,  p e ro  p re f e r i b leme n te  e s  ADN 

d e  d ob le  ca de na .  Un  á c id o  nu c le i c o  s e  “ l i g a  op e ra t i vame n te ”  c ua ndo  

s e  co loca  e n  u na  re la c ió n  f unc ion a l  co n  o t ra  s ec ue nc ia  de  á c ido  20 

n uc le i co .  Po r  e j em p lo ,  un  p romot o r  o  p o te nc iad o r  se  l i g a  

o pe r a t i vamen t e  a  un a  s ec ue nc ia  co d i f i ca dor a  s i  a f ec ta  la  

t r a ns c r ipc i ón  d e  la  se cu enc ia .  En  c i e r t a s  mod a l i da de s ,  l a  i n ven c ión  

p ro vee  m o léc u la s  de  ác id o  nuc le i c o  a i s lad as  q u e  c od i f i c an  un  

a n t i c ue r po  d e  la  i n venc ión ,  u na  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le  d e  la  25 
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in ve nc ió n  y /o  un a  c ad en a  pe sad a  va r i a b le  d e  la  in ven c ió n .  En  c i e r t as  

mo da l i da des ,  u na  m o léc u la  de  ác i d o  nuc le i co  d e  l a  i n ven c ión  

c od i f i c a :  u n  p o l ipé p t id o  q ue  compre nd e  u na  r eg ión  va r ia b le  de  

c ad en a  l i g e r a  t en ien do  po r  l o  me no s  9 7% d e  i de n t id ad  a  SEC ID  NO:  

2  o  SEC I D  NO:  1 4 ;  u n  p o l ip ép t id o  q ue  com pre nde  un a  reg ión  5 

va r ia b le  de  ca de na  pe sad a  t en ie nd o  po r  l o  m en os  95% de  id en t id ad  a  

SEC ID  NO:  5 ;  o  u n  an t i c ue r po  q ue  t i e ne  p o r  l o  men os  96% de  

i d en t i da d  a  SEC I D  NO:  10  o  SEC ID  NO:  17 .  

 E l  t é rm in o  “ vec t o r ”  se  r e f ie r e  a  u na  mo léc u la  de  ác i do  n uc le i co  

c ap a z  de  t r an sp or ta r  o t r o  ác i do  nu c le i c o  a l  cu a l  se  ha  l i g ad o .  Un  t i po  10 

d e  ve c to r  es  u n  “p lá sm id o ” ,  q ue  s e  re f ie r e  a  un  l a zo  d e  ADN de  d ob le  

c ad en a  c i r c u la r  en  do nd e  s e  p ued en  l i g a r  s eg men to s  d e  ADN 

a d ic i on a les .  O t ro  t i po  d e  vec t o r  e s  un  vec to r  v i r a l ,  e n  do nde  

s eg men t os  de  ADN a d ic io na les  s e  pu ed en  l i g a r  en  e l  g en oma v i r a l .  

C ie r t os  vec to r es  so n  c ap ace s  d e  rép l i ca  a u tó nom a en  un a  c é lu la  15 

h ué sp ed  en  d on de  s e  i n t r o du ce n  (po r  e j emp lo ,  vec t o res  bac t e r ia no s  

t e n ie nd o  un  o r ig en  bac t e r ia no  d e  ré p l i c a  y  vec t o re s  d e  mam íf e ro  

e p is óm ico s ) .  O t ros  vec to r es  (p o r  e j emp lo ,  ve c to r es  d e  mam íf e ro  no  

e p is óm ico s )  s e  p ue de n  in t eg ra r  en  e l  g e noma  d e  u na  cé lu l a  h ué sped  

a l  i n t r od uc i r  e n  la  c é lu l a  hu és pe d ,  y  p o r  t a n to  s e  rep l i ca n  j u n to  con  20 

e l  g e nom a h ués pe d .  

 E l  t é rm in o  “ cé l u la  h ué sp ed”  se  re f i e re  a  u na  cé lu l a  e n  do nd e  un  

ve c t o r  de  e xp re s ión  h a  s id o  i n t r o duc id o .  La s  cé lu l as  h ué sp ed  p ue den  

i n c lu i r  cé l u l as  ba c te r i an as ,  m ic r ob ian as ,  veg e t a les  o  an im a les .  

Bac t e r ia ,  q u e  so n  s usc ep t i b les  a  t r an s f o rmac ió n ,  i nc l uye n  m iem bros  25 
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d e  la  en t e ro ba c te r i a ce ae ,  t a l es  como ce pa s  d e  Es ch er i c h ia  c o l i  o  

Sa lmo ne la ;  Bac i l l a ce ae ,  t a l  com o Bac i l l us  s ub t i l i s ;  n eum ococo ;  

e s t re p to coc o ;  y  Ha emo ph i l us  in f l u enza e .  Los  m ic r ob ios  ad ecu ados  

i n c lu yen  Sac ch aromy ces  c e re v i s ia e  y  Pich ia  pas t o r i s .  L as  l ín eas  de  

c é lu l a  hu és pe d  a n ima l  ad ecu ad as  in c l u ye n  CHO ( l íne as  d e  o va r i o  de  5 

h áms t e r  ch i no )  y  cé l u la s  NS0 .  

 L os  t é rm ino s  “ t r a ta r ” ,  “ t r a ta nd o”  y  “ t r a t am ie n to ”  s e  re f ie r en  a  

me d id as  t e ra pé u t i c as  o  p re ve n t i va s  de sc r i t a s  en  l a  p res en t e .  Los  

mé t od os  de  “ t r a t am ie n to ”  emp lea n  a dm in is t r ac i ón  a  u n  su je t o ,  en  

n ec es id ad  de  d ich o  t r a t am ien t o ,  un  an t i c ue r po  d e  la  p r es en te  10 

i n ve nc ió n ,  po r  e j emp lo ,  un  su j e to  q ue  t i e ne  u n  t r as to r no  me d ia do  con  

T NF α  o  un  su j e to  qu e  f i na lme n te  p ue de  a dq u i r i r  d i ch o  t r as t o rn o ,  a  f i n  

d e  p r e ve n i r ,  cu r a r ,  r e t r asa r ,  r ed uc i r  l a  s e ve r id ad  d e ,  o  me j o ra r  u no  o  

má s  s ín t oma s  de l  t r a s to r no  o  t r as to r no  r ec u r re n te ,  o  a  f i n  d e  

p ro lo ng ar  la  s up erv i ve n c ia  de  u n  s u je t o  m ás  a l l á  de  l o  q ue  s e  e spera  15 

e n  a us en c ia  d e  d i ch o  t r a t am ie n to .  

 E l  t é rm ino  “ t r as t o r no  m ed iad o  c on  T NF”  p o r  l o  g en era l  se  

r e f i e re  a  e s ta dos  y / o  s ín t omas  d e  en f e rme da d  as oc ia do s  con  T NF,  

i n c lu yen do  cu a lq u ie r  t r a s to r no ,  e l  com ie n zo ,  p rog re so  o  la  

p e rs i s t en c ia  de  los  s ín tom as  de l  c ua l  r eq u ie r e  l a  p a r t i c i pac i ón  de  20 

T NF.  E jem p los  de  t r a s to r no s  med iad os  c on  T NF i nc l u yen ,  pe r o  no  se  

l im i t an  a ,  d eg en era c ió n  ma cu la r  r e l ac i on ad a  c on  la  eda d ,  g la ucoma 

n eo va scu la r ,  r e t in op a t ía  d ia bé t i c a ,  r e t i no pa t ía  d e  p rema dur ez ,  

f i b r op las ia  re t r o le n ta l ,  c a rc in oma s  de  mama,  c a rc in omas  d e  pu lmón ,  

c a rc i noma s  g ás t r i c as ,  c a rc i nom as  de  es ó f ag o ,  c a rc i nomas  25 
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c o lo r ec ta l es ,  ca r c i n oma s  d e  h íg ado ,  c a rc in oma s  d e  o va r io ,  l as  

c oma s ,  a r re no b las t omas ,  ca r c i noma s  c e r v i c a l es ,  ca rc in oma d e l  

e nd omet r i o ,  h ipe rp la s ia  d e l  e nd omet r i o ,  e nd omet r i os is ,  

f i b r os a rc omas ,  c o r io ca r c in oma,  cá nc e r  d e  ca be za  y  c ue l lo ,  ca rc inoma 

d e  n as o f a r ing e ,  c a rc i nom as  d e  l a r ing e ,  he pa t ob la s tom a,  s a rcoma de  5 

Ka pos i ,  me lan oma,  ca rc in omas  de  p i e l ,  hem ang ioma,  h ema ng ioma 

c a ve rn osa ,  h ema ng iob las tom a,  c a rc i noma s  d e  pá nc reas ,  

r e t i no b la s toma,  as t ro c i t oma,  g l i ob l as tom a,  Sc h wan noma,  

o l i g o de ndr og l iom a,  me du lob las t oma,  ne u r ob las tomas ,  

r hab dom ios a rcom a,  sa r com a os te og én i co ,  l e iom io sa rc omas ,  10 

c a rc i noma s  d e  t r ac to  u r i na r io ,  c a rc in oma s  d e  t i r o i de s ,  t umor  de  W i lm ,  

c a rc i noma de  c é lu l a  re na l ,  c a rc in oma de  p rós t a ta ,  p ro l i f e rac ión  

va sc u la r  a no rma l  as oc ia da  co n  f a com atos as ,  ed ema  ( t a l  como 

aq u e l la  as oc iad a  co n  t umor es  ce r eb r a l es ) ,  s ín d r ome d e  Me ig s ,  

a r t r i t i s  r eum ato ide ,  ps o r i as is  y  a t e ro sc le ros i s .  Los  t r as to r no s  15 

me d ia dos  c on  TNF  tamb ién  i nc lu ye n  o j o  sec o  y  c ond i c io nes  

i n f l amato r i as  re l ac io na da s  co n  T NF α ,  t a l es  com o i n f lama c ió n  oc u la r ,  

c on j un t i v i t i s  a l é rg ic a ,  de rm at i t i s ,  r i n i t i s  y  asm a,  po r  e j em p lo ,  e  

i n c lu yen  aq u e l los  c amb ios  ce lu la r es  q ue  r esu l t an  d e  l a  ac t i v i da d  de  

T NF α  q u e  c ond uce  d i r e c tam en t e  o  in d i r e c tame n te  a  la  co nd i c i ón  20 

i n f l amato r i a  r e la c io na da  c on  T NF α .  Ad emás ,  l os  t r a s to r nos  me d iad os  

c on  T NF t amb ié n  in c lu yen  ang iog é ne s is  ocu la r ,  e n f e rmed ad  de  

Bec he t ,  r e t i n i t i s ,  g l auc oma,  s ín d r ome d e  S jö rg e n ,  n eu r op a t ía  

d i ab é t i ca ,  es c l e r i t i s ,  q u e ra t i t i s  y  u ve í t i s .  
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 E l  t é rm ino  “d os is  e f ec t i va ”  o  “d os i f i c ac i ón  e f ec t i va ”  se  re f i e re  a  

u na  c an t id ad  su f i c ie n te  p a ra  l og ra r  o  a l  men os  pa rc ia lme n te  log ra r  e l  

e f ec t o  de se ad o .  E l  t é rm ino  “ do s i s  t e r ap éu t i c ame n te  e f ec t i va ”  se  

d e f in e  com o un a  ca n t id ad  s u f i c ien t e  pa ra  cu r a r  o  a l  menos  

p a rc i a lmen t e  de t en er  l a  e n f e rme dad  y  s us  c omp l i cac i on es  e n  un  5 

p ac ien t e  q ue  ya  su f re  de  la  e n f e rme da d .  La s  ca n t i dad es  e f ec t i vas  

p a ra  e s te  us o  d ep en der án  d e  la  se ve r i da d  d e l  t r as to rno  s ie ndo  

t r a t ad o  y  e l  es t ad o  g en era l  de l  s i s t ema i nmu ne  p ro p io  d e l  p ac ien te .  

 E l  t é rm ino  “ su j e to ”  se  re f ie r e  a  c ua lq u ie r  h uman o  o  an ima l  no  

h uma no .  Po r  e j emp lo ,  l os  mé t od os  y  c ompo s ic io ne s  de  la  p r es en te  10 

i n ve nc ió n  se  p ue de n  us a r  p a ra  t r a ta r  un  s u je to  c on  u n  t r as t o rno  

me d ia do  c on  T NF.  

 L os  s i s t em as  de  num era c ió n  com o se  us an  e n  la  p re sen t e  pa ra  

i d en t i f i c a r  po s ic io ne s  de  re s id uo  e  am in oá c ido  e n  reg ion es  va r ia b les  

d e  ca de na  p esa da  y  l i g e r a  de  a n t i c ue r po  co r r es pon de n  a  aq ué l  15 

d e f in i do  p o r  A .  Hon eg g er ,  J . Mo l . B io l .  30 9  ( 20 01)  6 57 - 670  (e l  s i s t ema 

AHo) .  Las  t a b las  d e  co n ver s ió n  e n t re  e l  s i s t em a AHo y  e l  s i s t ema 

má s  com únme nte  us ad o  com o se  de f in e  p o r  Kab a t  y  o t ro s  (Kaba t ,  E .  

A . ,  y  o t ro s  (1 99 1)  Se qu enc es  o f  P ro te i ns  o f  Immu no log ic a l  I n t e res t ,  

Qu in ta  ed ic i ón ,  De par t ame n to  de  los  Es t ad os  Un idos  d e  Sa lu d  y  20 

Ser v i c ios  Hum ano s ,  Pub l i c ac ió n  de  N I H  No .  9 1 -3 24 2)  se  p ro veen  en  

A .  Hon eg g er ,  J . Mo l . B io l .  3 09  ( 20 01)  65 7 -6 70 .  

 Com o s e  us a  en  l a  p re se n te ,  e l  t é rm in o  “ ag reg ac ión ”  se  r e f ie re  

a l  p r oce so  de  in te r ac c ion es / as oc iac i on es  i n te rmo lecu la re s  e n t re  

mo léc u las  mo nomé r i ca s  en  so luc ió n  l íq u i da  co nd uc ien do  a  la  25 
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f o rmac ión  d e  es pec ies  o l i g omér i cas .  Se  p ue de  e va lua r  l a  ag reg ac ió n  

b a jo  co nd ic i on es  de  es t r és  u sa nd o  es tu d io s  de  es t ab i l i da d  a ce le ra da  

e n  un a  so luc ió n  co nc en t r ad a .  Lo s  es t ud ios  de  e s ta b i l i d ad  a ce le rada  

e s tá n  d i se ña dos  pa ra  aume n ta r  l a  ve l oc i da d  d e  mo d i f i c ac i one s  d e  

d eg rad ac ión ,  ag reg ac ión  o  q u ím ic as  d e  u n  c omp ues t o  a l  usa r  5 

c on d ic io ne s  de  a lma ce nam ie n to  e x t r emas .  Es tu d ios  de  e s ta b i l i dad  

a ce le ra da ,  t amb ién  co no c ido s  como  es t ud ios  de  e s t rés ,  t íp i c amen t e  

s e  r ea l i zan  a  40º C y  t em per a tu r a  amb ien t e .  Es to s  es t ud io s  de  

e s ta b i l i da d  p r o veen  i n f o rmac ió n  va l io sa  con  r es pe c to  a l  e f ec to  de  

e xp os ic i ón  a  c on d i c i on es  amb ie n ta l es  f ue ra  de  l as  con d ic i on es  de  10 

a lm ac enam ien t o  d e  marc a  n o rma l ,  t amb ié n  co no c id as  como 

c on d ic io ne s  d e  es t r és .  Se  us an  amp l i amen t e  s o luc io ne s  d e  a l t a  

c on ce n t rac i ón  d e  p ro t e ín a  en  la  in du s t r i a  f a rma cé u t i ca .  E l  

c omp or tam ie n to  d e  l a  s o luc i ón  d e  p ro t e ín as  a  co nce n t ra c io nes  a l t as  

p ue de  s e r  no t ab leme n te  d i f e re n te  de  aq ué l  p re d ic ho  c on  b ase  en  15 

a ná l i s i s  d e  s o luc i ón  d i l u i da  de b ido  a  no  id ea l i da d  t e rmo d in ám ica  en  

e s ta s  so luc io ne s .  L a  n o  id ea l id ad  ob se r va da  e n  e s tos  s i s t emas  se  

r e l ac i on a  co n  l as  in t e rac c io nes  de  p r o te ín a - p ro t e ín a  ( PPI ) .  T i pos  

d i f e re n te s  d e  f ue r zas  j ueg a n  un  p ap e l  c l a ve  e n  d e te rm ina r  l a  

n a tu r a le za  y  g rado  g l ob a le s  de  e s to s  PPI  y  sus  co n t r ib uc i ones  20 

r e l a t i vas  so n  a f ec ta da s  po r  p r op ie dad es  d e  d i so l uc ió n  y  s o l ve n te .  E l  

r o l  d e  PPI  es  imp u ls ad o  p o r  es t as  f ue r zas  in t e rmo lec u la r es  pa ra  

g ob ern a r  c a ra c te r ís t i cas  de  so lu c ió n ,  i n c lu yen do  es ta b i l i d ad  f í s i ca  y  

a u to - as oc ia c ió n  d e  p ro t e ín a  y  ag reg ac ió n .  La s  s o lu c i ones  

c on ce n t ra das  so n  aq ue l la s  so l uc ion es  en  do nd e  PP I  a f ec ta  l as  25 
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p ro te ín a s  e n  so luc i ó n  a l  aume n ta r  l a  ve loc i da d  d e  o l i gom er i zac ión .  

Un a  so luc ió n  co nc en t r ad a  p ue de  t en e r ,  p o r  e j em p lo ,  una  

c on ce n t rac i ón  de  p r o te ín a  d e  p o r  l o  me no s  1 0  mg /m l .  

 L os  p ro duc t os  s o lub les  de  e s te  p roc es o  s e  pu ed en  de t ec t a r  con  

mé t od os  a na l í t i c os ,  t a le s  como SE-HPL C.  E l  t é rm ino  “mo d i f i ca c ión  5 

r edu c to r a  d e  ag reg ac ión ”  com o s e  us a  en  l a  p r es en t e  se  r e f ie re  a  

u na  mo d i f i ca c ión ,  t a l  como u na  su s t i t uc i ón  d e  am in oá c id o ,  q ue  

r edu ce  l a  p r op en s ió n  de  un  an t i c ue rp o  de  ag reg ar  e n  u na  so luc ión  

l íq u id a  c ompar ad o  c on  un  a n t i cu e rp o  p a re n ta l  com o s e  de sc r i be  en  la  

p res en t e .  Un  a n t i cu e rp o  “pa r en t a l ”  es  u n  an t i c ue r po  q ue  c ompr ende  10 

e n  e sen c ia  la  m isma s ec ue nc ia  c omo e l  an t i c ue r po  c o r r esp on d ien te  

q ue  t i en e  mo d i f i cac i on es  r ed uc to r as  d e  ag reg ac ió n .  Po r  e j emp lo ,  e l  

a n t i c ue r po  p a re n ta l  pu ed e  t en e r  l as  m ism as  CDRs  com o e l  an t i c ue r po  

mo d i f i ca do ,  y  pu ed en  t e ne r  l a  m isma  s ecu en c ia  e xac t a  c omo  e l  

a n t i c ue r po  m od i f i ca do  e xce p to  pa r a  re s id uos  e n  p os ic i ón  AHo 4 7  y /o  15 

5 0  en  l a  s ecu en c ia  de  ca de na  l i g e ra  va r ia b le ,  y  p ue de  d i f e r i r  además  

e n  l as  po s i c io nes  AHo 12 ,  1 03  y  14 4  en  l a  sec ue nc ia  d e  c ad ena  

p es ad a  va r ia b le .  O t ra s  d i f e renc ias  t amb ién  p ue den  e s ta r  p re se n tes ,  

s i empr e  y  c ua nd o  e l  an t i c ue r po  p a re n ta l  n o  c on t eng a  las  

mo d i f i ca c io nes  re du c to r as  d e  ag reg ac ión  p r ese n te s  en  e l  a n t i cu e rpo  20 

mo d i f i ca do  de  co n fo rm ida d  co n  u n  mé to do  de  l a  in ven c ión .  

 E l  t é rm ino  “ i n te r f ac e ”  como  s e  usa  en  la  p r es en te  s e  re f i e re  a  

l a  i n te rac c ió n  e n t re  los  d os  dom in ios  va r i ab l es  ( dom in io s  va r ia b les  

p es ad os  y  l i g e ros )  de  u n  a n t i cu e r po .  L a  i n te r f ac e  inc l u ye  los  

r es id uo s  de  am inoá c id o  q ue  p a r t i c ip an  d i r e c ta  o  i nd i r e c tam en t e  e n  la  25 
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in t e ra cc ió n  en t r e  lo s  dom in ios  va r iab l es .  D i ch a  i n te rac c ió n  in c lu ye ,  

p e ro  no  s e  l im i t a  a ,  t o das  la s  c las es  d e  in te r ac c ion es  no  un id as ,  p o r  

e j emp lo ,  f ue r zas  d e  va n  d e r  W aa ls ,  un i ón  de  h id r óge no ,  t é rm in os  

e l ec t r oes t á t i c os  e  in t e ra cc io ne s  h i d ro fó b ic as  e n t re  l os  dos  dom in ios .  

 A  m en os  q ue  s e  de f in a  l o  co n t ra r i o ,  to do s  l os  t é rm inos  t é cn i cos  5 

y  c ie n t í f i cos  us ad os  en  l a  p r es en te  t i e ne n  e l  m ism o s ign i f i ca do  c omo 

s e  e n t i en de  c omú nme nte  po r  u n  e xper to  en  la  t écn i ca  a  la  c ua l  e s ta  

i n ve nc ió n  p e r te nec e .  Aunq u e  mét od os  y  ma te r i a les  s im i la r es  o  

eq u i va l en te s  a  aq ue l l os  d esc r i t os  en  l a  p r es en t e  se  p ued en  u sa r  en  

l a  p rá c t i ca  o  p ro ba nd o  la  p r ese n te  in ve nc ió n ,  mé t od os  y  ma te r i a les  10 

a de cu ad os  s e  desc r i be n  más  a de lan t e .  En  cas o  d e  c on f l i c t o ,  l a  

p res en t e  es pe c i f i c ac ió n ,  i nc l u ye nd o  d e f in i c i on es ,  c on t r o la rá .  

Ad emás ,  l o s  ma te r i a l es ,  mé t od os  y  e j em p los  s on  só lo  i l u s t ra t i vos  y  

n o  d eb en  se r  l im i t an t es .  

 Va r i os  a sp ec to s  de  la  in ve nc ió n  s e  des c r ib en  e n  más  de ta l l e  e n  15 

l a s  s ig u ien t es  s ubs ecc ion es .  Se  e n t ie nd e  q ue  va r i as  mo da l i da des ,  

p re f e ren c ias  y  r ang o s  se  p ue de n  c omb ina r  a  vo lu n ta d .  Además ,  

d ep en d ie nd o  d e  la  mo da l i da d  es pe c í f i c a ,  d e f in i c i on es  se le cc io na das ,  

mo da l i da des  o  ra ng os  q u i zá  n o  p ue da n  a p l i ca r .  

 En  un  a sp ec to ,  l a  p re se n te  i n venc ión  p r o vee  an t i cu e rp os  q ue  20 

u ne n  T NF α  y  de  es ta  ma ner a  s on  ad ec ua do s  p a ra  b l oq ue ar  l a  f unc ión  

d e  T NF α  i n  v i vo .  

 En  c ie r t as  m od a l id ad es ,  l os  a n t i cue rpo s  de  l a  i n ve nc ión  se  

o p t im i za n  co n  u na  mo d i f i cac i ón ( es )  r e du c to r a  de  ag rega c ió n  re la t i va  

a  un  a n t i c ue r po  p a r en ta l ,  de  mo do  q ue  un  a n t i c ue r po  d e  la  in ven c ión  25 
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t ie ne  u na  p ro pe ns ió n  r ed uc id a  pa r a  ag reg ar  e n  c omp ara c ió n  c on  un  

a n t i c ue r po  pa r en ta l / no  m od i f i c ad o .  D ich a  mo d i f i ca c ió n (e s )  i n c l u ye  

s us t i t u c io nes  d e  am in oá c ido  d e  re s idu os  p a r t i cu l a res  qu e  pa r t i c i pan  

e n  la  i n te r f ace  de  ca de na  l i g e ra  va r i ab l e  (VL )  y  c ad en a  p esada  

va r ia b le  ( VH) .  En  a lg u na s  mo da l id ade s ,  l a  mod i f i c ac i ón  r ed uc to ra  de  5 

ag reg a c ió n  com pren de  po r  l o  men os  u na  su s t i t uc ió n  d e  am ino ác ido  

q ue  r ed uce  l a  en e rg ía  l i b re  de  la  in te r f ac e  de  VL- VH de l  an t i c ue rpo  

p a re n ta l  en  u na  p ro pu es t a  de  m od e lac i ón  i n  s i l i c o ,  como se  d esc r i be  

e n  la  p r es en t e .  D i ch as  mo d i f i ca c io ne s  i nc l u ye n  s us t i t uc io nes  de  

am ino ác id o  de  re s i d uo s  pa r t i c u la r es  q u e  co n t r i bu ye n  a  la  e ne rg ía  10 

l i b r e  d e  la  in t e r f ace  de  VL-VH.  

 En  c ie r t a s  mo da l i d ad es ,  un a  mod i f i cac i ón  r ed uc t o r a  de  

ag reg a c ió n  d e  la  in ve nc ió n  compr en de  u na  su s t i t uc i ón  en  la  po s i c ión  

AHo 5 0  en  l a  ca de na  VH.  En  un a  mo da l i da d ,  l a  s us t i t u c ió n  es  una  

a rg in i na  (R)  e n  l a  po s ic ió n  AHo 5 0 .  En  o t ra  mod a l id ad ,  l a  a rg in ina  15 

( R)  e n  la  p os i c i ón  AHo 5 0  re emp la za  u na  l i s i na  ( K ) .  

 En  o t ra s  m od a l id ad es ,  u na  m od i f i cac i ón  re duc to ra  de  

ag reg a c ió n  d e  la  in ve nc ió n  compr en de  u na  su s t i t uc i ón  en  la  po s i c ión  

AHo 47  en  la  cad en a  VL .  En  un a  mod a l id ad ,  l a  su s t i t uc i ón  es  

a rg in i na  (R)  e n  l a  po s ic ió n  AHo 4 7 .  En  o t ra  mod a l id ad ,  l a  a rg in ina  20 

( R)  e n  la  p os i c i ón  AHo 4 7  re emp la za  u na  l i s i na  ( K ) .  

 E l  s i s t ema  d e  numer ac ión  AHo  s e  de sc r ib e  en  d e ta l l e  en  

Ho neg g er ,  A .  y  P lü ck thu n ,  A .  ( 20 01)  J  Mo l .  B i o l .  30 9 :6 57- 670) .  La  

p os i c i ón  AHo 5 0  e n  la  c ad en a  l i g e ra  va r i ab l e  co r r es po nd e  a  la  

p os i c i ón  Kab a t  42 .  La  p os ic i ón  AHo  4 7  en  la  ca de na  l i g e ra  va r ia b le  25 
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c or re sp on de  a  l a  po s ic ió n  Kab a t  3 9 .  E l  s i s t em a d e  n ume rac ión  Kaba t  

s e  des c r ib e  má s  e n  Ka ba t  y  o t ros  ( Ka ba t ,  E .  A .  y  o t ro s  (1 991)  

Se qu enc es  o f  P r o te i ns  o f  Immun o log i ca l  I n t e re s t ,  Qu in t a  Ed ic ión ,  

De par t amen t o  de  lo s  Es ta do s  Un id os  de  Sa lud  y  Ser v i c i o s  Huma nos ,  

Pu b l i ca c i ón  N I H  No .  91 - 32 42) .  L as  t a b la s  de  c on ver s i ó n  e n t re  e l  5 

s i s t ema AHo y  e l  s i s t ema más  c omú nme nte  u sa do  c omo s e  d e f i ne  po r  

Ka ba t  y  o t ro s  se  p ro vee n  en  A .  Hon eg g er ,  J . Mo l . B io l .  3 09  (2 001)  

6 57 - 67 0 .  

 L as  s ig u ie n tes  t ab las  de  c on vers i ón  s e  p r o vee n  p a r a  dos  

s i s t ema s  de  n umera c ió n  d i f e ren t es  usa do s  pa r a  i de n t i f i ca r  pos i c ion es  10 

d e  r es id uo  d e  am in oá c id o  e n  r eg io nes  va r i ab l es  de  ca de na  p esa da  y  

l i g e ra  d e  an t i cue rp o .  E l  s i s t ema d e  n umera c ió n  Ka ba t  se  d es c r ibe  

má s  en  Kab a t  y  o t ro s  (Kab a t ,  E .  A .  y  o t ro s  (19 91)  Se qu ences  o f  

P ro t e i ns  o f  Immuno log i ca l  I n te r es t ,  Qu in ta  Ed ic ió n ,  Dep ar tam en t o  de  

l o s  Es t ad os  Un idos  d e  Sa lud  y  Ser v i c i os  Human os ,  Pub l i cac i ón  N IH  15 

No .  9 1 -3 24 2) .  E l  s i s t ema d e  num era c ió n  AHo se  d esc r i be  más  en  

Ho neg g er ,  A .  y  P luck th un ,  A .  ( 2 00 1)  J .  Mo l .  B io l .  3 09 : 657 -67 0) .  

 

Num erac ión  de  Reg ión  Var i ab le  d e  Ca de na  Pesa da  

T ab la  1 :  T a b la  de  co n vers i ón  p a ra  l as  p os i c i on es  de  r es idu o  e n  e l  20 

d om in io  va r i ab l e  de  ca de na  pe sad a  

 

Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  

1  1  4 4  5 1  8 7  1 01  

2  2  4 5  5 2  8 8  1 02  
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Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  

3  3  4 6  5 3  8 9  1 03  

4  4  4 7  5 4  9 0  1 04  

5  5  4 8  5 5  9 1  1 05  

6  6  4 9  5 6  9 2  1 06  

7  7  5 0  5 7  9 3  1 07  

*  8  5 1  5 8  9 4  1 08  

8  9  5 2  5 9  9 5  1 09  

9  1 0  5 2a  6 0  9 6  1 10  

1 0  1 1  5 2b  6 1  9 7  1 11  

1 1  1 2  5 2c  6 2  9 8  1 12  

1 2  1 3  *  6 3  9 9  1 13  

1 3  1 4  5 3  6 4  1 00  1 14  

1 4  1 5  5 4  6 5  1 00 a  1 15  

1 5  1 6  5 5  6 6  1 00 b  1 16  

1 6  1 7  5 6  6 7  1 00 c  1 17  

1 7  1 8  5 7  6 8  1 00 d  1 18  

1 8  1 9  5 8  6 9  1 00 e  1 19  

1 9  2 0  5 9  7 0  1 00 f  1 20  

2 0  2 1  6 0  7 1  1 00g  1 21  

2 1  2 2  6 1  7 2  1 00 h  1 22  

2 2  2 3  6 2  7 3  1 00 i  1 23  

2 3  2 4  6 3  7 4  *  1 24  

2 4  2 5  6 4  7 5  *  1 25  

2 5  2 6  6 5  7 6  *  1 26  
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Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  

2 6  2 7  6 6  7 7  *  1 27  

*  2 8  6 7  7 8  *  1 28  

2 7  2 9  6 8  7 9  *  1 29  

2 8  3 0  6 9  8 0  *  1 30  

2 9  3 1  7 0  8 1  *  1 31  

3 0  3 2  7 1  8 2  *  1 32  

3 1  3 3  7 2  8 3  *  1 33  

3 2  3 4  7 3  8 4  *  1 34  

3 3  3 5  7 4  8 5  *  1 35  

3 4  3 6  7 5  8 6  *  1 36  

3 5  3 7  7 6  8 7  1 01  1 37  

3 5a  3 8  7 7  8 8  1 02  1 38  

3 5b  3 9  7 8  8 9  1 03  1 39  

*  4 0  7 9  9 0  1 04  1 40  

*  4 1  8 0  9 1  1 05  1 41  

*  4 2  8 1  9 2  1 06  1 42  

3 6  4 3  8 2  9 3  1 07  1 43  

3 7  4 4  8 2a  9 4  1 08  1 44  

3 8  4 5  8 2b  9 5  1 09  1 45  

3 9  4 6  8 2b  9 6  1 10  1 46  

4 0  4 7  8 3  9 7  1 11  1 47  

4 1  4 8  8 4  9 8  1 12  1 48  

4 2  4 9  8 5  9 9  1 13  1 49  

4 3  5 0  8 6  1 00    
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Co lumna  1 ,  po s ic ió n  d e  res i du o  en  s i s t ema d e  n umer ac ió n  Kaba t .  

Co lumna  2 ,  n úmero  c o r re sp on d ien t e  e n  s i s t em a de  numer ac ión  AHo 

p a ra  la  po s ic ió n  in d ic ad a  e n  l a  c o lumn a  1 .  Co lum na  3 ,  po s i c ió n  de  

r es id uo  en  s i s t ema de  num erac ión  Kab a t .  Co lumna  4 ,  n úmero  

c o r re sp on d ien t e  en  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo  pa ra  la  po s ic ión  5 

i n d ic ad a  e n  l a  c o lumn a  3 .  Co lumn a  5 ,  po s ic ió n  de  res i duo  e n  s i s t em a 

d e  n umer ac ió n  Ka ba t .  Co lumn a  6 ,  n úmer o  co r r es po nd ien te  en  

s i s t ema de  n umer ac ión  AHo p a ra  la  po s ic ió n  i nd i ca da  en  l a  co l umna  

5 .  

 10 

Num erac ión  de  Reg ión  Var i ab le  d e  Ca de na  L ig e ra  

T ab la  2 :  T a b la  de  co n vers i ón  p a ra  l as  p os i c i on es  de  r es idu o  e n  e l  

d om in io  va r i ab l e  de  ca de na  l i g e ra  

 

Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  

1  1  4 3  5 1  8 3  1 01  

2  2  4 4  5 2  8 4  1 02  

3  3  4 5  5 3  8 5  1 03  

4  4  4 6  5 4  8 6  1 04  

5  5  4 7  5 5  8 7  1 05  

6  6  4 8  5 6  8 8  1 06  

7  7  4 9  5 7  8 9  1 07  

8  8  5 0  5 8  9 0  1 08  

9  9  *  5 9  9 1  1 09  

1 0  1 0  *  6 0  9 2  1 10  
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Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  

1 1  1 1  *  6 1  9 3  1 11  

1 2  1 2  *  6 2  9 4  1 12  

1 3  1 3  *  6 3  9 5  1 13  

1 4  1 4  *  6 4  9 5a  1 14  

1 5  1 5  *  6 5  9 5b  1 15  

1 6  1 6  *  6 6  9 5c  1 16  

1 7  1 7  5 1  6 7  9 5d  1 17  

1 8  1 8  5 2  6 8  9 5e  1 18  

1 9  1 9  5 3  6 9  9 5 f  1 19  

2 0  2 0  5 4  7 0  *  1 20  

2 1  2 1  5 5  7 1  *  1 21  

2 2  2 2  5 6  7 2  *  1 22  

2 3  2 3  5 7  7 3  *  1 23  

2 4  2 4  5 8  7 4  *  1 24  

2 5  2 5  5 9  7 5  *  1 25  

2 6  2 6  6 0  7 6  *  1 26  

2 7  2 7  6 1  7 7  *  1 27  

*  2 8  6 2  7 8  *  1 28  

2 7a  2 9  6 3  7 9  *  1 29  

2 7b  3 0  6 4  8 0  *  1 30  

2 7c  3 1  6 5  8 1  *  1 31  

2 7d  3 2  6 6  8 2  *  1 32  

2 7e  3 3  6 7  8 3  *  1 33  

2 7 f  3 4  6 8  8 4  *  1 34  
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Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  Ka ba t  AHo  

*  3 5  *  8 5  *  1 35  

2 8  3 6  *  8 6  *  1 36  

2 9  3 7  6 9  8 7  9 6  1 37  

3 0  3 8  7 0  8 8  9 7  1 38  

3 1  3 9  7 1  8 9  9 8  1 39  

3 2  4 0  7 2  9 0  9 9  1 40  

3 3  4 1  7 3  9 1  1 00  1 41  

3 4  4 2  7 4  9 2  1 01  1 42  

3 5  4 3  7 5  9 3  1 02  1 43  

3 6  4 4  7 6  9 4  1 03  1 44  

3 7  4 5  7 7  9 5  1 04  1 45  

3 8  4 6  7 8  9 6  1 05  1 46  

3 9  4 7  7 9  9 7  1 06  1 47  

4 0  4 8  8 0  9 8  1 07  1 48  

4 1  4 9  8 1  9 9  1 08  1 49  

4 2  5 0  8 2  1 00    

 

Co lumna  1 ,  po s ic ió n  d e  res i du o  en  s i s t ema d e  n umer ac ió n  Kaba t .  

Co lumna  2 ,  n úmero  c o r re sp on d ien t e  e n  s i s t em a de  numer ac ión  AHo 

p a ra  la  po s ic ió n  in d ic ad a  e n  l a  c o lumn a  1 .  Co lum na  3 ,  po s i c ió n  de  

r es id uo  en  s i s t ema de  num erac ión  Kab a t .  Co lumna  4 ,  n úmero  5 

c o r re sp on d ien t e  en  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo  pa ra  la  po s ic ión  

i n d ic ad a  e n  l a  c o lumn a  3 .  Co lumn a  5 ,  po s ic ió n  de  res i duo  e n  s i s t em a 

d e  n umer ac ió n  Ka ba t .  Co lumn a  6 ,  n úmer o  co r r es po nd ien te  en  
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s i s tema de  n umer ac ión  AHo p a ra  la  po s ic ió n  i nd i ca da  en  l a  co l umna  

5 .  

 L os  a n t i cu e rp os  de  la  in ven c ió n  pu ed en  compr en der  

mo d i f i ca c io nes  a d i c i on a les  s eg ún  s e  de se e .  Po r  e j emp lo ,  un  

a n t i c ue r po  d e  l a  in ven c ión  pu ed e  com pre nd er  su s t i t u c iones  de  5 

am ino ác id o  pa r a  re du c i r  s u  i nmu nog e n ic i da d  i n  v i v o  de  a cu erd o  con  

l o s  mé t od os  d es c r i t o s ,  p o r  e j emp lo ,  en  la  so l i c i t ud  de  p a ten t e  de  

E .U . A .  No .  12 / 97 3 ,9 68  y /o  su s t i t uc i one s  p a ra  po t en c ia r  l a  so l ub i l i dad  

d e l  an t i cu e rp o ,  como s e  de sc r ib e  e n  W O 09 /15 57 25 .  De  es t a  man era ,  

e n  una  mod a l id ad ,  un  an t i c ue r po  de  l a  i n venc ión  comp re nd e  Ser ina  10 

( S )  en  l a  po s i c ió n  12  d e  c ad en a  pes ad a  ( num erac ión  AHo) ;  Se r ina  

( S )  o  T reon ina  (T )  e n  l a  po s ic ió n  10 3  d e  ca de na  p es ad a  ( numer ac ión  

AHo)  y / o  Ser in a  (S )  o  T re on in a  (T )  e n  la  po s i c ió n  14 4  d e  c ad ena  

p es ad a  (n umera c ió n  AHo) .  Ad i c i ona lm en t e ,  e l  an t i cu e rp o  p uede  

c ompr en der  Ser i na  ( S )  o  T reo n in a  (T )  en  l as  po s i c io nes  9 7 ,  98  y /o  99  15 

d e  ca de na  pe sa da  ( numer ac ión  AHo) .  P re f e r ib l eme n te ,  e l  a n t i cu e rp o  

c ompr en de  Se r i na  ( S )  en  l a  p os ic i ón  12  d e  c ade na  p esa da  

( numer ac ión  AHo) ,  T reo n in a  (T )  en  l a  p os i c i ón  1 03  d e  c ad en a  pe sada  

( numer ac ión  AHo)  y  T re on ina  (T )  e n  la  pos i c ió n  144  de  ca de na  

p es ad a  (n umer ac ión  AHo) .  20 

 En  un a  mo da l i da d ,  un  an t i cu e rp o  d e  l a  i n ven c ión  com pre nd e  la  

c ad en a  l i g e r a  va r iab l e :  

 

 

 25 
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 SEC I D  NO.  1 :  

 

E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q K P G R A P K L L IY  

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C ( X ) n = 1 -

5 0 F G Q G T K L T V L G  5 

 

 En  un a  mo da l id ad  p re f e r i da ,  u n  a n t i c ue r po  de  l a  inve n c ión  

c ompr en de  la  ca den a  l i g e ra  va r ia b le  ( l a s  CDRs  es tá n  s ub ra yad as ) :  

 

 SEC I D  NO.  2 :  10 

 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C Q S S Q S V Y G N I W M A W Y Q Q K P G R A P

K L L IY Q A S K L A S G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C Q G N

F N T G D R Y A F G Q G T K L T V L G  

 15 

 En  o t ra  mod a l id ad ,  un  an t i cu e rp o  d e  la  in ven c ió n  c ompre nd e  la  

c ad en a  p es ad a  va r i a b le :  

 

 SEC I D  NO.  3 :  es t ru c tu r a  d e  c ad ena  pe sa da  va r ia b le  

 20 

 E V G L V E S G G G L V Q P G G S L R L S C T A S ( X ) n = 1 - 5 0 W V R Q A P G K G L E W G  

( X ) n = 1 - 5 0 R F T IS R D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A V Y Y C A R ( X ) n = 1 -

5 0 W G Q G T L V T V S S  
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 T od a v ía  e n  o t ra  mo da l i da d ,  u n  a n t i c ue r po  de  l a  inve n c ión  

c ompr en de  la  es t r uc t u ra  de  ca de na  p es ad a  va r i ab l e  

 

 SEC I D  NO.  4 :  

 5 

 E V Q L V E S G G G L V Q P G G S L R L S C T V S ( X ) n = 1 - 5 0 W V R Q A P G K G L E W V G  

( X ) n = 1 - 5 0 R F T IS K D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A V Y Y C A R ( X ) n = 1 -

5 0 W G Q G T L V T V S S  

 

 En  un a  mod a l id ad  p r e f e r i da ,  e l  a n t i c ue r po  de  la  i n ve nc ión  10 

c ompr en de  la  ca den a  p es ad a  va r i ab l e  ( l a s  CDRs  es tá n  su b ra ya da s ) :  

 

 SEC I D  NO.  5 :  

 

 E V Q L V E S G G G S V Q P G G S L R L S C T A S G F T I S R S Y W I C W V R Q A P G K G L15 

E W V G C I Y G D N D I T P L Y A N W A K G R F T IS R D T S K N T V Y L Q M N S L R A E

D T A Y Y C A R L G Y A D Y A Y D L W G Q G T T V T V S S  

 

 Com o s e  us a  en  l a  p r es en t e ,  l o s  re s id uos  X  s on  s i t i o s  de  

i n se r c i ón  d e  CDR,  X  pue de  s e r  cu a lq u ie r  am ino ác id o  q ue  ocu r r e  de  20 

ma ner a  n a tu r a l ;  pue de n  e s ta r  p res en te s  p o r  l o  me no s  t re s  y  h as t a  5 0  

am ino ác id os .  

 En  un a  mo da l id ad ,  l a  es t r uc t u ra  de  cad en a  l i g e ra  va r i ab le  d e  un  

a n t i c ue r po  de  l a  inve n c ión  c ompre nde  SEC I D  NO:  1  y  l a  e s t ruc t u ra  

d e  c ad en a  p esa da  va r ia b le  c ompr en de  SEC I D  NO:  3  o  SEC I D  NO:  4 .  25 
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 En  o t r a  mo da l i da d ,  l a  es t r uc tu r a  de  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le  de  

u n  an t i c ue r po  de  la  i n ven c ión  com pre nd e  una  se cu en c ia  q u e  t i ene  

p o r  l o  m en os  65% de  id en t i da d ,  más  p re f e r ib l e  p o r  l o  me no s  80%,  

8 5%,  90%,  9 5%,  96%,  9 7%,  98%,  má s  p re f e r ib le  9 9% i de n t id ad ,  a  

SEC I D  NO:  1 .  Mu y  p re f e r ib l e ,  d i cha  se cu en c ia  t i en e  u na  a rg i n in a  (R)  5 

e n  l a  p os ic i ón  50  AHo.  En  o t ra  mo da l i d ad ,  d i c ha  se cu en c ia  t i en e  una  

a rg in i na  ( R)  e n  la  p os i c i ón  47  AHo.  

 En  o t ra  mo da l i da d ,  l a  es t r uc tu r a  d e  ca de na  pe sa da  va r ia b le  de  

u n  an t i c ue r po  de  la  i n ven c ión  com pre nd e  una  se cu en c ia  q u e  t i ene  

p o r  l o  m en os  80% de  id en t i da d ,  más  p re f e r ib l e  p o r  l o  me no s  85%,  10 

9 0%,  91%,  9 2%,  9 3%,  94%,  9 5%,  9 6%,  97%,  9 8%,  má s  p re f e r i b le  

9 9% d e  i de n t i da d ,  a  SEC I D  NO.  3 .  P re f e r ib l eme n te ,  d i c ho  an t i c ue rpo  

c ompr en de  Se r i na  ( S )  en  l a  p os ic i ón  12  d e  c ade na  p esa da  

( numer ac ión  AHo) ,  T reo n in a  (T )  en  l a  p os i c i ón  1 03  d e  c ad en a  pe sada  

( numer ac ión  AHo)  y  T re on ina  (T )  e n  la  pos i c ió n  144  de  ca de na  15 

p es ad a  (n umer ac ión  AHo) .  

 En  o t r a  mo da l i da d ,  l a  es t r uc tu r a  de  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le  de  

u n  an t i c ue r po  de  la  i n ven c ión  com pre nd e  una  se cu en c ia  q u e  t i ene  

p o r  l o  me nos  9 7%,  98%,  m ás  p re f e r ib l e  9 9% d e  id en t i dad ,  a  SEC ID  

NO:  2  o  SEC I D  NO:  4 .  20 

 En  o t ra  mo da l i da d ,  l a  es t r uc tu r a  d e  ca de na  pe sa da  va r ia b le  de  

u n  an t i c ue r po  de  la  i n ven c ión  com pre nd e  una  se cu en c ia  q u e  t i ene  

p o r  l o  me no s  9 5%,  96%,  9 7%,  9 8%,  má s  p re f e r i b le  99 % de  i de n t idad ,  

SEC I D  NO:  5 .  
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 En  o t r a  mo da l id ad ,  u n  a n t i cu e rp o  de  l a  i n ven c ión  compr en de  

u na  s ecu en c ia  qu e  t i en e  p o r  l o  m en os  96%,  9 7%,  98%,  más  

p re f e r i b le  99% de  id en t i da d ,  a  SEC I D  NO:  10  o  SEC ID  NO:  17 .  

 En  o t r a  mo da l i da d ,  l a  es t r uc tu r a  de  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le  de  

u n  an t i c ue r po  de  l a  in ve nc ió n  c ompr end e  SEC I D  NO:  2  o  SEC ID  NO:  5 

1 4 ,  y  l a  e s t ruc t u ra  de  c ad en a  pe sad a  va r i ab l e  com pre nd e  SEC ID  

NO:  5 .  

 En  un a  m oda l i da d ,  an t i c ue r po s  y  f r ag men t os  de  a n t i cue rpo  de  

l a  p re se n te  in ve nc ión  s on  an t i cu e rp os  de  un a  ca den a  ( s cF v)  o  

f r ag men to s  Fa b .  En  e l  cas o  d e  an t i cu e rp os  s cF v ,  un  dom in io  d e  VL  10 

s e  pu ed e  e n t re l a za r  a  un  dom in io  de  VH  e n  c ua lq u ie r  o r i e n ta c ión  p o r  

u n  en la zad or  f l e x i b l e .  Un  e s tad o  a de cu ad o  de l  en la za dor  d e  la  

t é cn ic a  c on s i s te  d e  s ec ue nc ia s  de  am ino ác id o  GGGGS r ep e t id as  

( SEC I D  NO:  6 )  o  va r i an t es  d e  las  m ism as .  En  una  m od a l idad  

p re f e r i da  de  la  p re se n te  in ve nc ió n ,  s e  us a  u n  en la za do r  (GGGGS) 4  15 

( SEC ID  NO:7 )  o  s u  de r i va do ,  p e ro  va r i an t es  d e  1 -3  re pe t i c i ones  

t am b ié n  s on  po s ib le s  ( Ho l l i g e r  y  o t ros  (1 993 )  Pr oc .  Na t l .  Aca d .  Sc i .  

USA  9 0 :6 44 4-6 44 8) .  O t ro s  en la zad ore s  q ue  s e  p ue de n  u sa r  pa ra  la  

p res en t e  in ve nc ió n  se  de sc r ib en  p o r  A l f t ha n  y  o t r os  (19 95) ,  Pr o te in  

En g .  8 : 72 5 -7 31 ,  Ch o i  y  o t r os  ( 20 01) ,  Eur .  J .  Immu no l .  3 1 :9 4 -1 06 ,  Hu  20 

y  o t ro s  ( 19 96) ,  Can cer  Res .  56 : 30 55-3 06 1 ,  K ip r i yan o v  y  o t ros  (1 999) ,  

J .  Mo l .  B io l .  29 3 :41 -56  y  Roo ver s  y  o t r os  ( 20 01) ,  Ca nce r  Immun o l .  

Immu no t he r .  5 0 :5 1 - 59 .  La  d i s t r i b uc ión  p ue de  s e r  VL - en la za dor - VH o  

VH- en la zad or -VL ,  c on  la  p r im era  o r ie n ta c ió n  s i en do  la  p r e f e r i da .  En  

e l  c as o  de  f r ag men t os  F ab ,  l o s  dom in ios  va r i ab l es  d e  c ad en a  l i g e ra  25 
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s e le cc io na dos  VL  s e  f us io na n  a  l a  r eg ió n  c on s tan t e  de  u na  c adena  

d e  I g  k ap pa  hum ano ,  m ien t r as  q u e  los  d om in ios  va r i ab le s  de  ca de na  

p es ad a  VH a dec uad os  s e  f us i on an  a l  p r ime r  dom in io  co ns t an t e  (N-

te rm ina l )  CH1  de  u n  I g G hum an o .  En  la  t e rm in a l  C ,  se  f o rma  un  

p ue n te  d e  d is u l f u ro  d e  in t e r - c ade na  e n t re  lo s  do s  dom in ios  5 

c on s ta n tes .  

 De  es t a  m ane ra ,  en  u na  m od a l ida d ,  un  a n t i cu e rpo  d e  la  

i n ve nc ió n  c ompr end e  la  sec ue nc ia :  

 

 SEC I D  NO.  8 :  10 

 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q K P G R A P K L L IY  

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G T E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C ( X ) n = 1 -

5 0 F G Q G T K L T V L G G G G G S G G G G S G G G G S G G G G S E V Q L V E S G G G L V Q

P G G S L R L S C T A S ( X ) n = 1 - 5 0 W V R Q A P G K G L E W V G ( X ) n = 1 -15 

5 0 R F T IS R D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A V Y Y C A R ( X ) n = 1 -

5 0 W G Q G T L V T V S S  

 

 En  o t ra  mod a l id ad ,  un  an t i cu e rp o  d e  la  in ven c ió n  c ompre nd e  la  

s ec ue nc ia :  20 

 

 SEC I D  NO.  9 :  

 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q R P G K A P K L L IY  

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G T E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C ( X ) n = 1 -25 
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5 0 F G Q G T K L T V L G G G G G S G G G G S G G G G S G G G G S E V Q L V E S G G G L V Q

P G G S L R L S C T V S ( X ) n = 1 - 5 0 W V R Q A P G K G L E W V G ( X ) n = 1 -

5 0 R F T IS K D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A V Y Y C A R ( X ) n = 1 -

5 0 W G Q G T L V T V S S  

 5 

 En  un a  mo da l id ad  p re f e r i da ,  u n  a n t i c ue r po  de  l a  inve n c ión  

c ompr en de  la  se cue nc ia :  

 

 SEC I D  NO.  10 :  

 10 

 ( 34 r FW 1.4_ VL _K50R_ DHP) :  

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C Q S S Q S V Y G N IW M A W Y Q Q K P G R A P

K L L IY Q A S K L A S G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C Q G N

F N T G D R Y A F G Q G T K L T V L G G G G G S G G G G S G G G G S G G G G S E V Q L V E

S G G G S V Q P G G S L R L S C T A S G F T IS R S Y W IC W V R Q A P G K G L E W V G C I15 

Y G D N D IT P L Y A N W A K G R F T IS R D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A T Y Y C

A R L G Y A D Y A Y D L W G Q G T T V T V S S  

 

 En  un a  mo da l i da d ,  un  an t i cu e rp o  d e  l a  i n ven c ión  com pre nd e  la  

c ad en a  l i g e r a  va r iab l e :  20 

 

 SEC I D  NO.  11 :  e s t ru c tu r a  de  ca de na  l i g e r a  va r ia b le  de  FW 1.4  

( K1 27)  
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 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q K P G K A P K L L IY  

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C ( X ) n = 1 -

5 0 F G Q G T K L T V L G  

 

 En  o t ra  mod a l id ad ,  un  an t i cu e rp o  d e  la  in ven c ió n  c ompre nd e  la  5 

c ad en a  l i g e r a  va r iab l e :  

 

 SEC ID  NO.  12 :  e s t ru c tu r a  de  cad en a  l i g e r a  va r i ab l e  sus t i t u ida  

d e  FW 1.4  

 10 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q K P G K A P K L L IY  

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G T E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C ( X ) n = 1 -

5 0 F G Q G T K L T V L G  

 

 T od a v ía  en  o t ra  mo da l i da d  p r e f e r id a ,  un  a n t i cu e rp o  de  la  15 

i n ve nc ió n  c ompr end e  la  sec ue nc ia :  

 

 SEC I D  NO.  13 :  

 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C  ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q R P G K A P K L L IY  20 

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C  ( X ) n = 1 -

5 0 F G Q G T K L T V L G  

 

 En  o t ra  mod a l id ad ,  un  an t i cu e rp o  d e  la  in ven c ió n  c ompre nd e  la  

c ad en a  l i g e r a  va r iab l e  ( l a s  CDRs  e s tán  su b ra ya das ) :  25 
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 SEC I D  NO.  14 :  

 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C Q S S Q S V Y G N I W M A W Y Q Q R P G K A P

K L L IY Q A S K L A S G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C Q G N

F N T G D R Y A F G Q G T K L T V L  5 

 

 De  es t a  m ane ra ,  en  u na  m od a l ida d ,  un  a n t i cu e rpo  d e  la  

i n ve nc ió n  c ompr end e  la  sec ue nc ia :  

 

 SEC I D  NO.  15 :  10 

 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q R P G K A P K L L IY  

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G T E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C ( X ) n = 1 -

5 0 F G Q G T K L T V L G G G G G S G G G G S G G G G S G G G G S E V Q L V E S G G G L V Q

P G G S L R L S C T A S ( X ) n = 1 - 5 0 W V R Q A P G K G L E W V G ( X ) n = 1 -15 

5 0 R F T IS R D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A V Y Y C A R ( X ) n = 1 -

5 0 W G Q G T L V T V S S  

 

 En  o t ra  mod a l id ad ,  un  an t i cu e rp o  d e  la  in ven c ió n  c ompre nd e  la  

s ec ue nc ia :  20 

 

 SEC I D  NO.  16 :  

 

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C ( X ) n = 1 - 5 0 W Y Q Q R P G K A P K L L IY  

( X ) n = 1 - 5 0 G V P S R F S G S G S G T E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C ( X ) n = 1 -25 
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5 0 F G Q G T K L T V L G G G G G S G G G G S G G G G S G G G G S E V Q L V E S G G G L V Q

P G G S L R L S C T V S ( X ) n = 1 - 5 0 W V R Q A P G K G L E W V G ( X ) n = 1 -

5 0 R F T IS K D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A V Y Y C A R ( X ) n = 1 -

5 0 W G Q G T L V T V S S  

 5 

 En  un a  mo da l i da d ,  un  an t i cu e rp o  d e  l a  i n ven c ión  com pre nd e  la  

s ec ue nc ia :  

 

 SEC I D  NO.  17 :  

 10 

 ( 34 r FW 1.4_ VL _K47R_ DHP) :  

 E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C Q S S Q S V Y G N IW M A W Y Q Q R P G K A P

K L L IY Q A S K L A S G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C Q G N

F N T G D R Y A F G Q G T K L T V L G G G G G S G G G G S G G G G S G G G G S E V Q L V E

S G G G S V Q P G G S L R L S C T A S G F T IS R S Y W IC W V R Q A P G K G L E W V G C I15 

Y G D N D IT P L Y A N W A K G R F T IS R D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A T Y Y C

A R L G Y A D Y A Y D L W G Q G T T V T V S S  

 

 T od a v ía  e n  o t ra  mo da l i da d ,  u n  a n t i c ue r po  de  l a  inve n c ión  

c ompr en de  la  se cue nc ia :  20 

 

 SEC I D  NO.  18 :  

 

( 34 r FW 1.4 )  
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E IV M T Q S P S T L S A S V G D R V IIT C Q S S Q S V Y G N IW M A W Y Q Q K P G K A P

K L L IY Q A S K L A S G V P S R F S G S G S G A E F T L T IS S L Q P D D F A T Y Y C Q G N

F N T G D R Y A F G Q G T K L T V L G G G G G S G G G G S G G G G S G G G G S E V Q L V E

S G G G S V Q P G G S L R L S C T A S G F T IS R S Y W IC W V R Q A P G K G L E W V G C I

Y G D N D IT P L Y A N W A K G R F T IS R D T S K N T V Y L Q M N S L R A E D T A T Y Y C5 

A R L G Y A D Y A Y D L W G Q G T T V T V S S  

 

En  un a  mod a l id ad ,  l a  VL  d e  u n  a n t i c ue r po  pa r en ta l  es  o  

c ompr en de  SEC ID  NO:  1 1  o  SEC ID  NO:  1 2  o  u na  se cu en c ia  q ue  

t i e ne  po r  l o  me no s  65% de  i de n t i da d ,  má s  p r e f e r i b le  80%,  85%,  90%,  10 

9 5%,  9 6%,  97%,  98%,  má s  p re f e r ib l e  9 9% a  SEC I D  NO:  1 1  o  SEC ID  

NO:  1 2 .  En  o t r a  mo da l i da d  p r e f e r i da ,  l a  VH de l  an t i c ue r po  pa r en t a l  

e s  o  com pre nd e  SEC I D  NO:  3  o  SEC ID  NO:  4  u na  se cu en c ia  q ue  

t i e ne  po r  l o  me no s  80% de  i de n t i da d ,  má s  p r e f e r i b le  85%,  90%,  95%,  

9 6%,  9 7%,  9 8%,  má s  p r e f e r i b le  9 9% a  SEC I D  NO:  3  o  SEC I D  NO:  4 .  15 

Un  a n t i c ue r po  d e  la  i n ve nc ión  q ue  c ompr en de  una  m od i f i c ac ión  

r edu c to r a  d e  ag reg a c ió n  c ompre nd e  de  p r e f e renc ia  u na  o  más  CDRs  

d e  un  an t i cu e rp o  de  c on e jo .  Com o e s  sa b ido  e n  la  t éc n ic a ,  CDRs  de  

c on e jo  so n  d i f e ren te s  d e  CDRs  de  h uma no  o  r oed or ;  pue de n  c on t ener  

r es id uo s  de  c i s t e ín a  q ue  se  l i g an  co n  d i su l f u ro  a  la  e s t ru c tu r a  o  20 

f o rman  pu en t es  S-S  in t e rCDR.  Adem ás ,  CDRs  d e  c on e jo  a  men ud o  no  

p e r te ne ce n  a  cua lq u ie r  e s t ruc t u ra  ca nó n ic a  p r e v iam en t e  c on oc id a .  

L a  p res en t e  in ve nc ión  t amb ié n  mu es t ra  mo lé cu la s  b i va le n te s  y  

b i es pec í f i cas  q ue  compr en de n  un  an t i c ue r po  a n t i -T NF α ,  o  un  

f r ag men to  de l  m ismo,  de  l a  i n ven c ión .  Un  a n t i cu e rp o  de  l a  in ven c ión ,  25 
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o  po rc i on es  d e  un ió n  a  a n t íg e no  de l  m i smo,  se  p ue de n  d e r i va r  o  

e n la za r  a  o t ra  mo léc u la  f unc io na l ,  p o r  e j em p lo ,  o t ro  pé p t ido  o  

p ro te ín a  ( po r  e j emp lo ,  o t r o  a n t i cu e rpo  o  l i g and o  p a ra  u n  re ce p to r )  

p a ra  g en era r  u na  mo léc u la  b ies pe c í f i c a  q ue  u ne  a  po r  l o  me nos  dos  

s i t i os  d e  un ió n  d i f e ren t es  o  mo lécu la s  d i an a .  E l  an t i c ue r po  de  l a  5 

i n ve nc ió n  se  pu ed e  d e r i va r  o  e n la za r  a  más  d e  o t r a  mo lécu la  

f unc ion a l  p a ra  g e ne ra r  m o léc u las  mu l t i e sp ec í f i c as  q u e  un en  a  m ás  de  

d os  s i t i os  de  u n ión  d i f e re n te s  y / o  mo lé cu las  d i an a ;  d i cha s  mo lécu las  

mu l t i esp ec í f i c as  t am b ié n  de be n  e s ta r  a ba r ca da s  p o r  e l  t é rm ino  

“mo léc u la  b i esp ec í f i c a ”  com o se  usa  e n  l a  p r es en t e .  E jemp los  n o  10 

l im i t an t es  de  mo lé cu las  b ies pe c í f i ca s  in c lu yen  u n  d i a cu erp o ,  un  

d i ac uer po  de  un a  ca de na ,  y  un  an t i c ue rpo  t á nd em,  com o es  s ab ido  a  

aq u e l lo s  e xper t os  e n  la  t éc n i ca .  

Pa r a  c re a r  un a  mo léc u la  b ie sp ec í f i c a  de  la  in ve nc ió n ,  un  

a n t i c ue r po  de  l a  in ve nc ió n  s e  pu ede  e n la za r  f unc iona lm en t e  (po r  15 

e j emp lo ,  p o r  a co p lam ien t o  q u ím ico ,  f u s ió n  g en é t i ca ,  aso c ia c i ón  no  

c o va len t e  o  d i f e ren t e )  a  un a  o  más  o t ra s  mo lécu las  d e  un ión ,  t a l  

c omo o t r o  a n t i cu e rp o ,  f r ag men to  d e  a n t i cu e rp o ,  a n t íg enos  

e sp ec í f i c os  t umor a le s  o  e sp ec í f i co s  p a tóg e no s ,  p ép t i do  o  m im ét i ca  

d e  u n ión ,  de  mod o  q ue  re su l t a  un a  mo lé cu la  b iesp ec í f i c a .  Po r  20 

c on s ig u ien t e ,  l a  p re se n te  i n venc ión  in c lu ye  mo léc u las  b i es pec í f i cas  

q ue  com pre nd en  p o r  l o  men os  una  p r imer a  mo léc u la  de  u n ión  

t e n ie nd o  e sp ec i f i c id ad  pa r a  T NF α  y  u na  seg u nd a  mo léc u la  de  un ión  

t e n ie nd o  e sp ec i f i c id ad  pa r a  u no  o  más  ep í t op os  d i an a  ad i c io na le s .  
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En  una  m od a l i da d ,  l a s  mo lé cu la s  b ies pe c í f i ca s  de  l a  i nve n c ión  

c ompr en de n  un a  es pe c i f i c id ad  d e  un ió n  p o r  l o  men os  un  an t i c ue r po ,  

o  u n  f r ag men to  de  a n t i c ue r po  de l  m ismo,  i nc l u ye nd o ,  p o r  e j emp lo ,  u n  

F ab ,  Fa b ’ ,  F ( ab ’ ) 2 ,  F v ,  o  un  F v  de  un a  ca de na .  E l  an t i c ue rpo  t amb ién  

p ue de  s e r  un  d ímer o  d e  ca de na  l i g e ra  o  c ad en a  p es ad a ,  o  cu a lq u ie r  5 

f r ag men to  m ín im o  d e l  m i smo t a l  como un  F v  o  un a  c ons t r ucc i ón  de  

u na  c ad ena  c omo s e  des c r ib e  e n  Lad ner  y  o t ro s ,  p a ten t e  de  E . U .A .  

No .  4 ,9 46 , 77 8 ,  l os  c on t en idos  de  l a  c ua l  se  in co r po r a  e xp r es amen te  

a  l a  p r es en t e  po r  r e f e re nc ia .  

Au nq ue  s e  p re f i e re n  a n t i cu e rp os  mon oc lon a les  huma nos ,  o t ros  10 

a n t i c ue r pos  q ue  se  p ue de n  emp lea r  en  la s  mo léc u las  b ie sp ec í f i c as  

d e  la  i n ven c ión  son  a n t i cu e rp os  m ono c lo na les  mur i no s ,  q u imér i cos  y  

h uma n i za do s .  

L as  mo lécu las  b ie sp ec í f i c as  d e  l a  p r ese n te  in ve nc ión  se  

p ue de n  p rep ara r  a l  co n jug a r  la s  e sp ec i f i c id ad es  de  un ión  15 

c on s t i t u yen t es  us an do  mét od os  co no c id os  e n  la  t é cn ic a .  Po r  e j em p lo ,  

c ad a  es pe c i f i c ida d  d e  un ión  d e  l a  mo léc u la  b ie sp ec í f i c a  se  p uede  

g en era r  p o r  s ep ara do  y  des pu és  con j ug a rs e  e n t re  s í .  Cu an do  las  

e sp ec i f i c i da des  de  un ió n  s on  p ro t e ín as  o  p ép t i do s ,  se  p ue de  usa r  

u na  va r ie da d  d e  a co p lam ie n to  o  ag e n tes  en t r e laza d ore s  pa ra  20 

c on j ug ac ió n  c o va le n te .  E j em p lo s  de  ag e n tes  de  en t re l a zam ien t o  

i n c lu yen  p ro t e ín a  A ,  ca r bo d i im ida ,  N-s uc c in im id i l -S - ac e t i l - t i o ace ta to  

( SAT A) ,  5 ,5 ’ - d i t i ob i s (á c i do  2 -n i t r o be n zo ico )  (DT NB) ,  o - f en i le no -

d im a le im id a  (oPDM) ,  N- suc c in im id i l - 3 - ( 2 -p i r i d i l d i t i o ) p ro p io na to  

( SPDP) ,  y  4 - (N-ma le im idom et i l ) c i c loh e xan o-1 - ca r bo x i l a to  d e  su l f o -25 
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s ucc in im id i l o  ( su l f o -SMCC)  ( ve r ,  p o r  e j emp lo ,  Ka rp o vsk y  y  o t ros  

( 198 4)  J .  Ex p .  Med .  1 60 : 16 86 ;  L iu ,  MA  y  o t r os  ( 19 85)  Pr oc .  Na t l .  

Aca d .  Sc i .  USA  82 :8 64 8) .  O t ros  mé t od os  in c lu yen  aq ue l l o s  de sc r i t os  

e n  Pau lus  (1 985 )  Be hr ing  I ns .  M i t t .  No .  78 ,  1 18 - 13 2 ;  B re nn an  y  o t ros  

( 198 5)  Sc ienc e  229 : 81 - 83 ) ,  y  G le nn ie  y  o t ro s  (1 98 7)  J .  Immun o l .  5 

1 39 : 23 67- 23 75) .  Ag en t es  c on j ug adore s  p re f e r id os  so n  SAT A y  s u l f o -

SMCC,  am bo s  d is po n ib l es  d e  P ie r c e  Ch emica l  Co .  ( Ro ck f o rd ,  I L ) .  

Cu an do  l as  esp ec i f i c i da de s  d e  u n ió n  s on  an t i cu e rpo s ,  se  

p ue de n  c on j ug a r  v ía  u n ió n  d e  su l f h i d r i l o ,  po r  e j emp lo ,  v ía  las  

r eg io ne s  d e  g o zne  d e  t e rm ina l  C  de  las  d os  cad en as  p esa da s  u  o t ros  10 

s i t i os ,  ya  s ea  q ue  ocu r r an  de  man era  na t u ra l  o  se  in t r od ucen  

a r t i f i c i a lme n te .  En  u na  mo da l i da d  pa r t i c u la rme n te  p re f e r id a ,  l a  r eg ión  

d e  g o zn e  s e  mo d i f i c a  p a ra  c on t en er  u n  núm ero  no n  de  r es i duo s  de  

s u l f h i d r i l o ,  p r e f e r i b l em en t e  u no ,  an te s  d e  la  co n jug ac ión .  

A l t e rn a t i vamen t e ,  am ba s  es pec i f i c i da de s  de  u n ió n  se  p ue den  15 

c od i f i c a r  e n  e l  m ism o ve c to r  y  e xp re sa r  y  ens amb la r  e n  la  m i sma 

c é lu l a  hu és pe d .  Es t e  mé to do  es  p a r t i c u la rme n te  ú t i l  e n  d on de  la  

mo léc u la  b ies pe c í f i c a  es  un  mAb x  mAb,  mAb x  F ab ,  Fab  x  F ( ab ’ ) 2  o  

l i g an do  x  Fa b  p ro te ín a  d e  f us i ón .  Un a  mo léc u la  b i espe c í f i ca  d e  l a  

i n ve nc ió n  p ue de  se r  u na  m o léc u la  de  u na  ca de na  q u e  c ompr en de  un  20 

a n t i c ue r po  de  una  ca de na  y  u n  d e te rm ina n te  de  u n ió n ,  o  una  

mo léc u la  b ie sp ec í f i c a  de  u na  ca de na  q ue  c omp ren de  dos  

d e te rm ina n tes  d e  un ión .  La s  mo lé cu las  b ies pe c í f i c as  pu ed en  

c ompr en der  po r  l o  me no s  d os  mo lé cu la s  de  un a  ca den a .  Ad emás ,  u na  

mo léc u la  b i es pe c í f i c a  pu ede  s e r  u n  s cF v  q u e  e sp ec í f i c ame n te  se  une  25 
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a  u na  p r imer a  d ia na ,  e n  do nd e  la  VH y  VL  de  d ic ho  sc Fv  se  e n la zan  

c on  u n  e n la zad or  f l e x i b le  q ue  c omp ren de  un  d om in io  q u e  p ro vee  

u n ió n  es pec í f i ca  a  u na  s eg un da  d ia na .  Se  d esc r i be n  en la zadores  

a de cu ad os ,  po r  e j emp lo ,  e n  la  so l i c i t u d  de  pa t en te  i n te r nac ion a l  W O 

2 01 0 /0 06 45 4 .  Se  de sc r ib en  mé t od os  p a ra  p r ep ara r  mo lécu las  5 

b i es pec í f i cas ,  po r  e j emp lo ,  e n  la  pa te n te  de  E . U . A .  No .  5 ,26 0 ,203 ;  

p a te n te  de  E . U .A .  No .  5 ,4 55 ,0 30 ;  pa te n te  de  E . U .A .  No .  4 , 88 1 ,1 75 ;  

p a te n te  de  E . U .A .  No .  5 ,1 32 ,4 05 ;  pa te n te  de  E . U .A .  No .  5 , 09 1 ,5 13 ;  

p a te n te  de  E . U .A .  No .  5 ,4 76 ,7 86 ;  pa te n te  de  E . U .A .  No .  5 , 01 3 ,6 53 ;  

p a te n te  de  E . U .A .  No .  5 ,2 58 , 498 ;  y  pa t en t e  d e  E . U . A .  No .  5 ,4 82 , 85 8 .  10 

L a  u n ió n  de  las  mo léc u las  b i esp ec í f i c as  a  sus  d i an as  

e sp ec í f i c as  s e  p ue de  co n f i rmar ,  p o r  e j em p lo ,  p o r  e nsa yo  

i nm un oso rb en te  l i g a do  a  e n z ima  ( EL ISA) ,  r ad io i nmu no en sa yo  (R IA) ,  

a ná l i s i s  F ACS,  b ioe ns a yo  (p o r  e j emp lo ,  i n h i b i c ió n  de  c re c im ien t o ) ,  o  

p o r  en sa yo  inm uno b lo t .  Cad a  u no  d e  es t os  ens a yos  en  g e ner a l  15 

d e te c ta  l a  p re se nc ia  d e  c omp le j os  d e  p ro t e ín a -a n t i cu e rpo  d e  i n te rés  

p a r t i c u la r  a l  emp lea r  un  r eac t i vo  m arc ad o  (po r  e j emp lo ,  un  

a n t i c ue r po )  esp ec í f i c o  p a ra  e l  comp le j o  d e  i n te r és .  Po r  e j emp lo ,  se  

p ue de n  de t ec t a r  l o s  c omp le j os  d e  T NF- an t i c ue r po  u sa nd o ,  po r  

e j emp lo ,  u n  an t i c ue rpo  l i g ado  a  e n z ima  o  f r ag men t o  de  a n t i cu e rpo  20 

q ue  re co no ce  y  esp ec í f i c ame n te  u ne  a  lo s  c omp le j os  d e  an t i cu e rpo -

T NF.  A l t e r na t i vame n te ,  s e  p ue de n  d e te c ta r  l os  com p le j os  us ando  

c ua lq u ie ra  de  un a  va r ie da d  d e  o t ros  inm un oe ns a yo s .  Po r  e j emp lo ,  e l  

a n t i c ue r po  se  p ue de  marc a r  r ad ioa c t i vam en t e  y  s e  us a  en  un  

r ad io i nmu no ens a yo  (R I A)  ( ve r ,  p o r  e j emp lo ,  W e in t r au b ,  B . ,  Pr inc ip les  25 
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o f  Ra d io immu no assa ys ,  Sép t imo  Cur so  d e  En t re nam ie n to  e n  T écn icas  

d e  En sa yo  de  Rad io l i g a nd o ,  L a  Soc ied ad  End óc r in a ,  Mar zo  19 86 ,  q ue  

s e  i nco r po r a  a  la  p res en t e  po r  r e f e re nc ia ) .  E l  i s ó to po  r ad io ac t i vo  se  

p ue de  de t ec t a r  p o r  d i ch o  me d io  c omo e l  us o  d e  u n  co n ta dor  γγγγ  o  un  

c on t ad or  d e  c en te l l e o  o  po r  au t o ra d iog ra f ía .  5 

En  o t r o  asp ec t o ,  l a  i n ve nc ió n  p ro vee  u n  m é to do  p a ra  p rod uc i r  

l o s  an t i cu e rp os  d es c r i t os  en  la  p res en t e .  L os  mé t od os  p a ra  p ro duc i r  

a n t i c ue r pos  q u e  t i en en  p ro pe ns ió n  redu c id a  pa r a  ag reg ar  e n  so luc ión  

c omo se  p ro ve e  en  l a  p r es en t e  se  ba sa n  e n  la  o bse r va c ión  

s o rp r en de n te  q ue  a  t r a vé s  de  la  mo du lac i ón  d e  la  in t e ra cc ión  de  10 

d om in io  de  an t i c ue r po  e n t re  la  p ro pen s ió n  de  ag reg ac ión  de  c ad en a  

l i g e ra  y  c ad en a  pe sa da  de  a n t i cu e rp os  se  pu ed e  r edu c i r ,  y  q ue  

mu t ac io ne s  red uc t o ra s  de  ag reg ac ión  s e  pu ede n  p r ede c i r  

c on f i ab lem en t e  a l  d e te rm in a r  la  e ne rg ía  l i b r e  d e  l a  in te r f ace  de  

VL / VH  d e f in i da  como  la  d i f e ren c ia  e n t re  la  e ne rg ía  d e l  an t i cu e rp o  ( t a l  15 

c omo u n  sc F v)  y  l os  d om in io s  va r ia b le s  i nd i v i du a les .  Como se  

mu es t r a  e n  l a  p r ese n te ,  sus t i t uc io ne s  re du c to r as  d e  ag reg a c ión  q ue  

mo du lan  i n te r acc i ón  d e  d om in io  d e  an t i cu e rp o  a l  r e duc i r  l a  e ne rg ía  

l i b r e  e n t re  l os  dom in ios  va r ia b les  se  p ue de n  h ace r  s i n  a f ec ta r  l a  

e s ta b i l i da d  o  ac t i v id ad  de  un ión  de l  an t i cu e rp o .  20 

En  una  m od a l i da d ,  u n  mé t od o  de  l a  in ve nc ió n  com pren de  los  

p as os  de :  

( i )  p ro veer  u n  a n t i c ue r po  q u e  c ompr en de  u na  ca de na  l i g e ra  

va r ia b le  ( VL )  y  un a  c ad en a  p es ada  va r ia b le  ( VH) ;  
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( i i )  i d en t i f i c a r  u na  o  má s  p os ic i on es  d e  re s id uo  q u e  p a r t i c ipan  

e n  l a  in t e r f ace  e n t r e  la  ca de na  l i g e ra  va r ia b l e  ( VL )  y  

l a  ca de na  pes ad a  va r i ab l e  (VH)  de l  a n t i c ue r po ;  y  

( i i i )  mo d i f i ca r  e l  a n t i cue rpo  a l  i n t r od uc i r  u na  su s t i t uc i ón  en  la  

p os i c i ón ( es )  d e  res i du o  i de n t i f i ca do  d e  mod o  q ue  la  5 

s us t i t u c ió n (es )  r ed uc e  la  e ne rg ía  l i b re  en t r e  lo s  

d om in ios  d e  VL  y  lo s  d e  VH p o r  a l  men os  0 .5  k ca l /mo l ,  

p re f e r i b lem en te  po r  l o  me no s  1 . 0  k ca l /mo l ,  y  mu y 

p re f e r i b le  a l  m en os  2 . 0  k ca l /mo l  ( e s  de c i r ,  l a  e ne rg ía  

l i b r e  e n t re  lo s  dom in ios  d e  VL  y  VH co n  la  s us t i t u c ió n  10 

e s  po r  l o  me no s  0 . 5  k ca l /mo l  men os  q ue  la  e ne rg ía  

l i b r e  en t r e  l os  d om in ios  d e  VL  y  VH c o r res po nd ien t es  

q ue  no  c ompr en den  l a  su s t i t uc i ón  d e  am in oá c id o ) ,  po r  

t a n to  re du c ie nd o  l a  p r op en s ión  d e  ag reg ac ión  d e l  

a n t i c ue r po  m od i f i ca do  e n  c omp arac ión  c on  aq ué l  de  un  15 

a n t i c ue r po  pa r en t a l .  

 

Com o se  de l i ne ó  an t es ,  e l  a n t i cu e rp o  pue de  se r ,  po r  e j em p lo ,  

u n  Fa b ,  u n  F ( ab ) ´2 ,  F v  d e  u na  ca den a  ( s cF v ) ,  u n  f r agme n to  F v ,  un  

d i ac uer po ,  u n  d ia cu erp o  d e  un a  ca den a ,  u n  an t i c ue r po  t á nd em,  o  un  20 

a n t i c ue r po  l i ne a l ;  e n  un a  mo da l id ad  p re f e r i da ,  e l  an t i c ue rpo  e s  u n  Fv  

d e  u na  ca de na  ( s cF v ) .  

En  un a  m od a l i da d  p re f e r i da ,  l a  i de n t i f i c ac ió n  de  l a  un a  o  más  

p os i c i on es  d e  res id uo  q ue  p a r t i c i pa n  e n  la  in t e r f ace  e n t re  la  c adena  

l i g e ra  va r ia b le  y  la  c ad en a  pe sa da  va r ia b le  de l  a n t i cu e rp o  (e s  de c i r ,  25 
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p as o  ( i i ) )  i n vo luc ra  l a  d e te rm in ac ión  de  l a  e ne rg ía  l i b r e  e n t re  la  

i n t e r f ace  de  VL  –  VH.  Es t o  s e  pu ed e  r ea l i za r  a l  usa r  p rog ramas  

b i o in f o rmá t i c os  c omú nme nte  c on oc ido s .  Un  e j emp lo  de  u n  p rog rama 

b io in f o rmá t i c o  a de cu ad o  e s  CHARMM ( Chem is t r y  a t  HARvard  

Ma c rom o lec u la r  Me ch an ic s  –  Q u ím ica  en  Mec án ic a  Mac r omo lecu la r  5 

d e  Har va rd ) .  

Pa r a  e l  p ro pós i t o  de  d e te rm ina r  la  e ne rg ía  l i b r e  en t re  la  

i n t e r f ace  d e  VL  –  VH,  t íp i cam en t e ,  s e  p ro ve e  un a  p res en t ac ión  

mo lec u la r  a tom ís t i c a  com p le ta  d e  l a  p ro te ín a .  L a  e nerg ía  l i b r e  de  la  

i n t e r f ace  e s  l a  d i f e ren c ia  d e  en erg ía  e n t re  e l  a n t i cu e rpo  en te ro  q ue  10 

c ompr en de  ambo s  d om in io s  va r i ab le s  VL  y  VH y  la  s uma de  las  

e ne rg ía s  de  l os  dom in ios  in d i v i d ua le s  en  e l  co n te x t o  d e  un  mé t odo  

s o l ven te  imp l íc i t o .  Es to  in vo lu c ra  t r e s  cá lc u lo s  de  en erg ía  ú n ic os ,  ( 1 )  

e n  e l  an t i c ue r po  G(a ) ;  ( 2 )  e n  l a  VL  G(b ) ;  y  ( 3 )  e n  la  VH G(c ) .  Po r  

c on s ig u ien t e ,  l a  ene rg ía  l i b re  de  la  i n te r f ac e  e s  15 

 

G  in t e r f ace  =  G(a )  –  G ( b )  –  G (c )  

 

 En  un a  mo da l i da d ,  e l  mé t od o  s o l ven t e  imp l íc i t o  es  GBMV o  

PBSA com o e s  sa b id o  e n  la  t écn i ca .  20 

 L a  de t e rm in ac ió n  de  e nerg ía  l i b r e  pu ed e  com pre nd er  ad emás  e l  

p as o  d e  s imu la r  l a  d i s t r i b uc i ón  de  c a rg a  d e  la  p ro te ín a .  D ic ha  

d i s t r i b uc ió n  de  ca rg a  se  p ue de  s im u la r  co n  b ase  e n  f ue r zas  

e l ec t r oes t á t i c as  o  d e  van  de r  W aa ls .  
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 Par a  de t e rm ina r  u na  mo d i f i ca c ió n  a dec ua da ,  uno  o  más  

r es id uo s  d e  am in oá c id o  q ue  pa r t i c i pa n  e n  la  i n te r f ac e  s e  p ueden  

e l eg i r  p a ra  su s t i t u c ió n .  Po r  e j emp lo ,  u n  m od e lo  m o le cu la r  de  la  

p ro te ín a  q ue  c omp ren de  la  u na  o  má s  sus t i t uc io ne s  (p o r  e j emp lo ,  

c amb ia r  u no  o  má s  re s id uos  a  a la n ina )  e n  las  p os ic io ne s  5 

s e le cc io na das  s e  g e ner a  y  se  d e te rm ina  l a  en e rg ía  l i b r e  d e  la  

i n t e r f ace  d e  l a  p r es en t ac ió n  mo le cu la r  s us t i t u i da .  s i  l a  e ne rg ía  l i b re  

d e  la  in te r f ac e  de l  mo de lo  mo lec u la r  sus t i t u ido  es  me nor  q ue  la  

e ne rg ía  l i b r e  de  la  in te r f ac e  de l  mo de lo  mo le cu la r  i n i c ia l ,  e l  r e s id uo  

d e  am in oá c ido  s e  se lec c i on a  pa r a  su s t i t u c ión .  De n t ro  d e l  co n te x to  de  10 

CHARMm,  s e  pu ed en  c on s t ru i r  mu ta c io nes ,  po r  e j emp lo ,  co n  e l  

p ro to co lo  Bu i ld  Mu t an t s .  L a  un a  o  má s  s us t i t u c io nes  e n  e l  mo de lo  

mo lec u la r  pu ed e  es t a r  en  l as  po s ic io ne s  q u e  s on  co no c id as  o  se  

s os pec ha  es t án  i n vo luc r ad as  e n  la  i n te r f ac e  d e  VL /VH.  

 En  un a  mod a l ida d ,  s e  re a l i za  un  pas o  a d ic i on a l  de  m in im iza c ión  15 

d e  e nerg ía  de l  mo de lo  mo le cu la r  qu e  c ompr en de  la  u na  o  más  

s us t i t u c io nes  e n  la  po s ic ió n (e s )  s e lecc i on ad a  e n  e l  á r ea  a l r ed ed or  de  

l a  m u tac i ón ( es ) .  D ic ha  á re a  s e  p ued e  a j us t a r  a  10  Ang s t rom s .  

 En  un a  mo da l id ad ,  un a  p os ic i ón  de  r es id uo  i de n t i f i cad a  pa r a  

s us t i t u c ió n  es  oc upa da  po r  un  am in oác ido  c a rg ad o .  20 

 Un  an t i c ue r po  p rod uc ido  po r  un  mé to do  de  l a  in ven c ión  pu ed e  

c ompr en der  cu a lqu ie r  c ad en a  l i g e ra  o  ca de na  pesa da  va r i ab le  

a de cu ad a  com o es  s ab id o  e n  l a  t éc n ic a ,  y  com pre nd e  de  p re f e re nc ia  

a l  me no s  un a  CDR de  un  a n t i c ue r po  de  c on e jo .  En  la  p re sen te  se  

d es c r ib en  c ie r t as  c ad en as  l i g e ras  y  p es ad as  va r i ab l es  p re f e r i das .  25 
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Por  e j emp lo ,  un  an t i cu e rp o  de  la  i nve n c ión  pu ed e  compr en der :  una  

e s t ru c tu r a  de  a n t i cu e rp o  VL  t en ien do  p o r  l o  me nos  6 5% d e  ide n t idad ,  

má s  p re f e r i b le  8 0%,  85%,  9 0%,  95%,  96%,  9 7%,  98%,  má s  p re f e r i b le  

9 9% a  SEC ID  NO:  1 1  o  SEC I D  NO:  1 2 ,  q ue  c ompr end e  adem ás  

a rg in i na  ( R)  en  la  p os i c i ón  AHo  4 7  y /o  e n  la  p os ic ió n  AHo 50  de  l a  5 

c ad en a  l i g e r a  va r ia b le ;  y  u na  es t ru c tu r a  d e  an t i c ue r po  VH te n ie ndo  

p o r  l o  men os  8 0% d e  id en t i da d ,  má s  p re f e r ib le ,  8 5%,  90%,  95%,  

9 6%,  9 7%,  9 8%,  má s  p r e f e r i b le  9 9% a  SEC I D  NO:  3 .  

 L a  mod i f i cac i ón  d e  la  u na  o  má s  po s ic i on es  d e  res i duo  s e  hace  

p re f e r i b lem en te  d e  c on f o rm id ad  c on  l as  ens eñ an zas  de  10 

PCT / CH20 08 / 00 028 5 ,  q ue  s e  i nco rpo ra  a  la  p r es en t e  p o r  r e f e re nc ia  

e n  su  t o t a l i da d .  En  b r e ve ,  p a ra  un  s ub t i po  de  a n t i c ue r po  d ado ,  

c i e r t o s  am in oác ido s  es t án  p re se n te s  e n  po s ic io ne s  d e  re s iduo  

e sp ec í f i c as  de  la  es t r uc t u ra  de  an t i c ue rpo .  Po r  e j em p lo ,   

a )  p a ra  un a  reg ión  va r i ab l e  de  c ad en a  p es ad a  VH3 h uma no ,  l os  15 

am ino ác id os  p re f e r i d os  s on :  

( i )  g l u tam ina  (Q )  en  la  p os ic i ón  1  d e  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  

( i i )  g l u tam ina  (Q )  en  la  p os ic i ón  6  d e  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  20 

( i i i )  t r e on ina  (T )  o  a la n in a  (A )  e n  l a  po s ic i ó n  7  d e  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  

( i v )  a l an ina  ( A ) ,  va l i na  ( V )  o  f en i la l an in a  (F )  en  l a  p os ic ió n  89  

d e  am in oá c id o  us an do  s i s t ema de  num erac ión  AHo 
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( pos i c i ón  7 8  de  am in oác ido  usa nd o  s i s t em a de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  y / o  

( v )  a rg in i na  (R) ,  g l u tam ina  (Q ) ,  i s o l euc ina  ( I ) ,  l e uc in a  (L ) ,  

me t i on i na  ( M)  o  f e n i la l an in a  (F )  en  la  po s i c ió n  10 3  d e  

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  AHo (p os ic ión  5 

8 9  d e  am ino ác id o  u sa nd o  n umer ac ió n  Ka ba t ) ;  

b )  p a ra  u na  r eg ión  va r i ab l e  d e  c ad en a  pes ad a  de  la  f am i l i a  de  

VH1a  hum an o ,  l os  am ino ác id os  p re f e r i d os  s on :  

( i )  á c id o  g lu t ám ico  (E )  en  la  pos i c ión  1  de  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  10 

( i i )  á c id o  g lu t ám ico  (E )  en  la  pos i c ión  6  de  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  

( i i i )  l e uc i na  ( L )  e n  la  pos i c ión  1 2  d e  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  11  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  15 

( i v )  me t i on i na  ( M)  e n  l a  p os ic i ón  1 3  de  am in oác ido  u sa ndo  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  12  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v )  á c id o  g lu t ám ico  ( E )  o  g lu t am ina  (Q )  e n  la  pos i c i ón  14  de  

am ino ác id o  us an do  s i s t ema d e  n umera c ió n  AHo ( pos i c i ón  20 

1 3  d e  am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v i )  l e uc i na  ( L )  e n  la  pos i c ión  1 9  d e  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  18  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  
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( v i i )  i s o le uc in a  ( I )  e n  l a  po s ic ió n  2 1  d e  am ino ác id o  u sando  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  20  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v i i i )  f en i la l an in a  (F ) ,  se r in a  ( S ) ,  h i s t i d i na  (H )  o  ác id o  a sp ár t i co  

( D)  e n  la  po s i c ió n  90  de  am ino ác ido  usa nd o  s i s t ema de  5 

n umer ac ión  AHo ( pos i c i ón  79  de  am ino ác id o  u sando  

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) ;  

( i x )  á c id o  asp ár t i c o  ( D)  o  g lu t am ina  (Q )  e n  l a  pos i c ión  9 2  de  

am ino ác id o  us an do  s i s t ema d e  n umera c ió n  AHo ( pos i c i ón  

8 1  d e  am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  10 

( x )  g l i c i na  (G ) ,  a sp arag ina  ( N)  o  t r e on ina  (T )  e n  l a  p os ic ión  

9 5  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema d e  n umer ac ión  AHo 

( pos i c i ón  8 2b  de  am ino ác id o  us an do  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( x i )  t r e on ina  (T ) ,  a l an in a  ( A ) ,  p r o l i n a  (P )  o  f en i l a la n in a  (F )  e n  15 

l a  po s ic ió n  9 8  d e  am ino ác id o  us an do  s i s t em a de  

n umer ac ión  AHo ( pos i c i ón  84  de  am ino ác id o  u sando  

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) ;  

c )  p a ra  u na  r eg ión  va r i ab l e  d e  c ad en a  pes ad a  de  la  f am i l i a  de  

VH1b  hum an o ,  l os  am ino ác id os  p re f e r i d os  s on :  20 

( i )  á c id o  g lu t ám ico  (E )  en  la  pos i c ión  1  de  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  

( i i )  t r e on ina  (T ) ,  p ro l i na  ( P ) ,  va l i na  ( V )  o  á c i do  as pár t i co  (D)  

e n  la  p os ic i ón  10  de  am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  
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n umer ac ión  AHo ( po s ic ió n  9  de  am in oác ido  u san do  

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) ;  

( i i i )  l e uc i na  ( L )  e n  la  pos i c ión  1 2  d e  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  11  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  5 

( i v )  va l i n a  (V ) ,  a rg in i na  ( R) ,  g l u tam ina  (Q )  o  m e t i on ina  ( M)  en  

l a  po s ic ió n  1 3  d e  am ino ác id o  us an do  s i s t em a de  

n umer ac ión  AHo ( pos i c i ón  12  de  am ino ác id o  u sando  

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) ;  

( v )  á c id o  g lu t ám ico  (E ) ,  a rg i n i na  ( R)  o  me t io n in a  ( M)  en  la  10 

p os i c i ón  1 4  de  am in oá c id o  usa nd o  s i s t em a de  n umer ac ión  

AHo (p os ic i ón  1 3  d e  am in oá c ido  u sa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v i )  a rg in i na  ( R) ,  t r eo n in a  (T )  o  asp arag in a  (N)  e n  l a  p os ic ión  

2 0  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema d e  n umer ac ión  AHo 15 

( pos i c i ón  19  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v i i )  i s o le uc in a  ( I ) ,  f en i la l an i na  ( F )  o  l euc in a  (L )  e n  l a  p os ic ió n  

2 1  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema d e  n umer ac ión  AHo 

( pos i c i ón  20  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema de  20 

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v i i i )  l i s in a  ( K )  e n  l a  p os i c i ón  45  de  am in oác ido  us an do  s i s t ema 

d e  numer ac ión  AHo  (p os ic i ón  38  de  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) ;  
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( i x )  t r e on ina  (T ) ,  p ro l i n a  (P ) ,  va l i na  ( V )  o  a rg in i na  ( R)  en  la  

p os i c i ón  4 7  de  am in oá c id o  usa nd o  s i s t em a de  n umer ac ión  

AHo (p os ic i ón  4 0  d e  am in oá c ido  u sa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( x )  l i s in a  (K ) ,  h i s t i d in a  ( H)  o  á c i do  g l u tám ic o  (E )  en  la  5 

p os i c i ón  5 0  de  am in oá c id o  usa nd o  s i s t em a de  n umer ac ión  

AHo (p os ic i ón  4 3  d e  am in oá c ido  u sa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( x i )  i s o le uc in a  ( I )  e n  l a  po s ic ió n  5 5  d e  am ino ác id o  u sando  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  48  de  am in oá c ido  10 

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( x i i )  l i s in a  ( K )  e n  l a  p os i c i ón  77  de  am in oác ido  us an do  s i s t ema 

d e  numer ac ión  AHo  (p os ic i ón  66  de  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) ;  

( x i i i )  a l an i na  ( A ) ,  l euc i na  ( L )  o  i so l euc ina  ( I )  e n  l a  po s ic ió n  78  15 

d e  am in oá c ido  us an do  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo 

( pos i c i ón  67  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( x i v )  á c id o  g lu t ám ico  (E ) ,  t r e on in a  (T )  o  a la n in a  (A )  en  la  

p os i c i ón  8 2  de  am in oá c id o  usa nd o  s i s t em a de  n umer ac ión  20 

AHo (p os ic i ón  7 1  d e  am in oá c ido  u sa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( xv )  t r e on ina  (T ) ,  se r ina  ( S )  o  l euc i na  (L )  e n  la  p os ic i ón  8 6  d e  

am ino ác id o  us an do  s i s t ema d e  n umera c ió n  AHo ( pos i c i ón  

7 5  d e  am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  25 
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( xv i )  á c id o  as pár t i co  ( D) ,  a sp a rag in a  (N)  o  g l i c in a  (G )  e n  la  

p os i c i ón  8 7  de  am in oá c id o  usa nd o  s i s t em a de  n umer ac ión  

AHo (p os ic i ón  7 6  d e  am in oá c ido  u sa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( xv i i )  a sp a rag in a  (N)  o  se r i na  (S )  e n  la  p os i c i ón  1 07  de  5 

am ino ác id o  us an do  s i s t ema d e  n umera c ió n  AHo ( pos i c i ón  

9 3  d e  am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

d )  p a ra  un a  reg ión  va r ia b le  d e  ca de na  l i g e ra  de  la  f am i l i a  de  

Vk a pp a1  hum an o ,  l o s  am in oá c id os  p r e f e r i do s  so n :  

( i )  á c id o  g lu tám ico  (E )  o  i so l euc ina  ( I )  e n  l a  po s ic ió n  1  de  10 

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  AHo o  Ka ba t ;  

( i i )  va l i n a  ( V )  o  i so l euc ina  ( I )  e n  l a  p os ic i ó n  3  de  am in oác ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  

( i i i )  va l i n a  (V ) ,  l e uc in a  ( L )  o  i so l euc ina  ( I )  e n  l a  p os ic i ón  4  de  

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  AHo o  Ka ba t ;  15 

( i v )  g l u tam ina  (Q )  en  l a  po s ic ió n  2 4  d e  am ino ác id o  usa ndo  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  

( v )  a rg in i na  (R)  o  i s o le uc in a  ( I )  e n  l a  pos i c i ón  4 7  de  

am ino ác id o  us an do  s i s t ema d e  n umera c ió n  AHo ( pos i c i ón  

3 9  d e  am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  20 

( v i )  a rg in i na  (R) ,  ác i do  g lu t ám ico  ( E ) ,  t r eo n in a  (T ) ,  me t i on ina  

( M)  o  g lu t am ina  (Q )  e n  la  po s i c ió n  50  d e  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema  de  n umer ac ió n  AHo  (p os ic i ón  4 2  de  

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  Kab a t ) ;  
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( v i i )  h i s t i d in a  (H) ,  s e r ina  ( S )  o  f en i l a l an i na  ( F )  en  la  p os ic ión  

5 7  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema d e  n umer ac ión  AHo 

( pos i c i ón  49  d e  am ino ác id o  usa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v i i i )  f en i la l an in a  (F )  en  la  po s ic ió n  9 1  d e  am ino ác id o  u sa ndo  5 

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  73  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( i x )  va l i n a  (V ) ,  se r i na  ( S ) ,  g l i c in a  (G )  o  i s o le uc in a  ( I )  en  la  

p os i c i ón  10 3  de  am ino ác ido  us an do  s i s t ema de  

n umer ac ión  AHo ( pos i c i ón  85  de  am ino ác id o  u sando  10 

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) ;  

e )  p a ra  un a  reg ión  va r ia b le  d e  ca de na  l i g e ra  de  la  f am i l i a  de  

Vk a pp a3  hum an o ,  l o s  am in oá c id os  p r e f e r i do s  so n :  

( i )  t r e on ina  (T )  en  la  po s i c ió n  2  d e  am in oá c id o  us ando  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  15 

( i i )  t r e on ina  (T )  en  la  po s i c ió n  3  d e  am in oá c id o  us ando  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  

( i i i )  i s o le uc in a  ( I )  e n  l a  po s ic ió n  1 0  d e  am ino ác id o  u sando  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  

( i v )  t i r o s in a  (Y )  e n  la  pos i c ió n  12  d e  am in oá c id o  us ando  20 

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  

( v )  s e r in a  (S )  en  la  p os ic ió n  18  d e  am in oá c ido  u san do  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  

( v i )  a l an ina  ( A )  en  l a  po s i c ió n  2 0  d e  am ino ác id o  usa ndo  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  25 
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( v i i )  me t i on i na  ( M)  e n  l a  p os ic i ón  5 6  de  am in oác ido  u sa ndo  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  48  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( v i i i )  va l i n a  (V )  o  t r e on in a  (T )  e n  la  po s i c ió n  74  de  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema  de  n umer ac ió n  AHo  (p os ic i ón  5 8  de  5 

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  Kab a t ) ;  

( i x )  a sp a rag in a  ( N)  e n  l a  p os ic i ón  94  de  am ino ác ido  usa ndo  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  76  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( x )  t i r o s in a  (Y )  o  s e r ina  ( S )  e n  l a  p os ic i ón  10 1  de  am ino ác ido  10 

u sa nd o  s i s t ema  de  n umer ac ió n  AHo  (p os ic i ón  8 3  de  

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  Kab a t ) ;  

( x i )  l e uc i na  (L )  o  a lan in a  (A )  en  la  p os ic ió n  1 03  d e  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema  de  n umer ac ió n  AHo  (p os ic i ón  8 5  de  

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  Kab a t ) ;  15 

f )  p a ra  un a  reg ión  va r ia b le  d e  ca de na  l i g e ra  de  la  f am i l i a  de  

V lamb da 1  h uma no ,  l o s  am in oá c ido s  p r e f e r id os  s on :  

( i )  l e uc i na  (L ) ,  se r i na  ( S )  o  ác i do  g l u t ám ico  ( E )  e n  la  

p os i c i ón  1  de  am in oá c id o  us an do  s i s t ema d e  num erac ión  

AHo o  Ka ba t ;  20 

( i i )  a l an i na  ( A ) ,  p ro l i na  (P ) ,  i so l euc ina  ( I )  o  t i r o s i na  (Y )  en  l a  

p os i c i ón  2  de  am in oá c id o  us an do  s i s t ema d e  num erac ión  

AHo o  Ka ba t ;  

( i i i )  va l i n a  (V )  o  me t i on in a  ( M)  e n  l a  po s i c i ó n  4  de  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  25 
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( i v )  á c id o  g lu t ám ico  (E )  en  la  pos i c ión  7  de  am ino ác ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  

( v )  a l an ina  ( A )  en  l a  po s i c ió n  1 1  d e  am ino ác id o  usa ndo  

s i s t ema de  num erac ión  AHo o  Kab a t ;  

( v i )  t r e on ina  (T )  o  se r in a  ( S )  e n  la  po s i c ió n  14  de  am ino ác ido  5 

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  AHo o  Ka ba t ;  

( v i i )  h i s t i d in a  ( H)  en  la  p os ic i ón  4 6  d e  am in oác ido  us ando  

s i s t ema de  nume rac ión  AHo 4 6  (p os ic i ón  38  de  

am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  num era c ió n  Kab a t ) ;  

( v i i i )  t r e on ina  (T ) ,  se r ina  ( S ) ,  as pa r ag ina  ( N) ,  g lu t am ina  (Q )  o  10 

p ro l i n a  (P )  e n  la  p os ic i ón  5 3  d e  am in oá c id o  us ando  

s i s t ema  d e  n umera c ió n  AHo (p os ic ió n  45  de  am in oá c ido  

u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( i x )  a rg in i na  ( R)  o  g l u t am in a  (Q )  en  la  p os ic i ón  82  de  

am ino ác id o  us an do  s i s t ema d e  n umera c ió n  AHo ( pos i c i ón  15 

6 6  d e  am ino ác id o  u sa nd o  s i s t ema de  n umer ac ión  Ka ba t ) ;  

( x )  g l i c i na  (G ) ,  t r eo n in a  (T )  o  ác i do  as pár t i co  ( D)  e n  la  

p os i c i ón  9 2  de  am in oá c id o  usa nd o  s i s t em a de  n umer ac ión  

AHo (p os ic i ón  7 4  d e  am in oá c ido  u sa nd o  s i s t ema de  

n umer ac ión  Ka ba t ) ;  20 

( x i )  va l i n a  (V ) ,  t r eo n ina  (T ) ,  h i s t i d in a  (H)  o  ác i do  g l u tám ico  

( E )  en  la  p os ic i ón  1 03  de  am in oá c ido  us an do  s i s t ema de  

n umer ac ión  AHo ( pos i c i ón  85  de  am ino ác id o  u sando  

s i s t ema de  num erac ión  Ka ba t ) .  

 25 
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 Por  c on s ig u ien t e ,  l as  s us t i t uc io ne s  h ec has  en  e l  p r esen te  

mé t od o  s ig u en  p re f e r ib lem en te  las  e nse ña n zas  de  

PCT / CH20 08 / 00 028 5 .  L a  de t e rm in ac ió n  d e  su b t i po  es  c on oc id a  a l  

e xp e r to  en  l a  t éc n ic a .  

 En  u na  mo da l id ad ,  un  mé to do  d e  l a  i n ven c ión  c ompr ende  5 

mo d i f i ca c ió n  de  un  an t i c ue r po  e n  l a  p os ic i ón  4 7  y /o  50  AHo d e  la  

c ad en a  l i g e ra  va r ia b le ,  e n  p a r t i cu l a r  de  un a  ca den a  l i g e ra  va r i ab le  

d e  Vk ap pa1 .  P r e f e r i b lem en te ,  e l  a n t i c ue r po  se  mo d i f i c a  pa ra  

c ompr en der  a rg in in a  (R)  en  la  pos i c ió n  4 7  AHo y / o  p os i c i ón  5 0  AHo 

d e  la  c ad en a  l i g e ra  va r i ab le .  En  a lgu na s  mo da l id ad es ,  l i s in a  (K )  se  10 

s us t i t u ye  po r  a rg i n i n a  ( R)  e n  la  p os ic i ó n  47  AHo y / o  pos i c i ón  50  AHo 

d e  l a  c ad en a  l i g e ra  va r i ab l e .  Ya  q u e  l os  an t i c ue r po s  de  la  i n ve nc ión  

p ue de n  c ompr en der  mo d i f i ca c io nes  ad i c io na le s  s eg ún  se  de se e ,  l os  

mé t od os  de  la  i n ve nc ión  pu ed en  c ompr en der  e l  pa so  ad i c i on a l  de  

mo d i f i ca r  e l  a n t i cue rpo  t a l  c omo p a ra  com pre nd er  Ser in a  ( S )  e n  la  15 

p os i c i ón  1 2  de  ca de na  p es ad a  (num era c ió n  AHo) ;  Se r i na  (S )  o  

T reo n in a  (T )  en  l a  p os i c i ón  1 03  d e  c ad en a  pe sa da  (nume rac ión  AHo) .  

Ad ic i on a lmen t e ,  e l  an t i c ue r po  s e  p ue de  mo d i f i ca r  pa ra  c ompre nd er  

Ser i na  (S )  o  T reon in a  (T )  en  las  pos ic i on es  9 7 ,  98  y /o  9 9  d e  ca de na  

p es ad a  ( num erac ión  AHo) .  P re f e r ib l eme n te ,  e l  m é to do  c ompr en de  e l  20 

p as o  de  m od i f i c a r  e l  a n t i cu e rp o  pa ra  c ompre nd er  Ser in a  ( S )  en  la  

p os i c i ón  12  d e  ca de na  pe sad a  (n umera c ió n  AHo) ,  T reo n in a  (T )  en  la  

p os i c i ón  10 3  d e  c ad en a  p es ad a  (n ume rac ión  AHo)  y  T reo n ina  (T )  en  

l a  po s ic ió n  1 44  de  c ad en a  p es ad a  (numer ac ión  AHo) .  
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 L a  in ve nc ió n  p r ove e  ad emás  un  mé t od o  d e  g ene ra r  un  

a n t i c ue r po  h uman iza d o  co n  u na  p r op en s ió n  ba ja  p a ra  ag reg ar  en  

s o lu c i ón ,  e l  m é to do  q u e  com pre nd e  s e le cc io na r  una  es t r uc tu ra  de  

c ad en a  l i g e r a  va r ia b le  q u e  compr en de  a rg i n i na  ( R)  e n  la  po s i c ió n  47  

AHo y /o  e n  l a  po s ic i ón  5 0  AHo.  E l  mé to do  pue de  c ompr en der  además  5 

s e le cc io na r  un a  es t ru c tu r a  d e  c ad en a  p es ad a  va r ia b le  q ue  

c ompr en de  un a  se r i na  (S )  en  l a  po s ic ió n  12  de  cad en a  pes ada  

( numer ac ión  AHo) ;  s e r in a  ( S )  o  t r eon ina  (T )  en  la  p os i c i ón  10 3  de  

c ad en a  p es ad a  (n umer ac ión  AHo)  y /o  se r in a  ( S )  o  t r e on in a  (T )  e n  la  

p os i c i ón  1 44  de  ca de na  pe sa da  ( num erac ión  AHo) .  En  u na  10 

mo da l i da d ,  un a  es t ru c tu r a  i de n t i f i cad a  co n  b ase  en  un  c r i t e r io  d e  

s e le cc ió n  e l eg ido  se  p ue de  m od i f i c a r  m ás  co n  un a  m od i f i c ac ión  

r edu c to r a  d e  ag reg a c ió n  d e  l a  in ve nc ió n .  Po r  e j emp lo ,  s i  s e  id en t i f i ca  

u na  e s t ruc t u ra  d e  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le  q ue  t i en e  un a  a rg i n in a  (R)  

e n  l a  po s ic ió n  50 ,  e l  r es i du o  en  la  p os i c i ón  AHo se  pu ed e  su s t i t u i r  15 

c on  u n  am in oá c ido  d i f e ren t e ,  t a l  como a rg in i na  ( R) ,  o  s i  se  id en t i f i ca  

u na  c ad en a  pe sada  va r ia b le  q ue  t i ene  u na  s e r in a  (S )  en  la  p os ic i ón  

1 2  AHo,  lo s  res idu os  e n  l as  p os ic i on es  1 03  y  1 44  AHo s e  pu ed en  

s us t i t u i r  co n  t r e on in as .  

 Com o se  usa  en  la  p r es en t e ,  un  an t i cu e rp o  “h uma n i za do”  e s  u n  20 

a n t i c ue r po  q u e  com pre nd e  CDRs  n o  huma na s  y  se cu en c ias  de  

e s t ru c tu r a  d e  h uma no  o  c ad en a  p esad a  va r ia b le  d e r i vad a  d e  h uma no  

y / o  d e  h uma no  o  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le  de r i vad a  d e  huma no .  La  

h uma n i za c ió n  d e  an t i cu e rp os  e s  b i en  c on oc id a  e n  la  t éc n ic a .  En  una  

mo da l i da d ,  e l  a n t i cu e rp o  hum an i zad o  c ompr en de  p o r  l o  me no s  un a ,  y  25 
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p re f e r i b lem en te  s e is ,  CDRs  d e  un  a n t i c ue r po  p r od uc id o  en  u n  cone jo  

o  se l ecc i on ad o  a  pa r t i r  de  un a  c o lec c ió n  d e  CDR.  

 Se  p ue de n  se lecc io na r  l as  e s t ruc t u ras  de  a n t i c ue r po  va r ia b le  a  

p a r t i r  de ,  po r  e j emp lo ,  un a  ba se  d e  da t os  ( t a l  c omo la  ba se  d e  da t os  

Ka ba t ,  Ge nb ank  (h t t p : / / www. n cb i . n lm . n ih .g o v /g e nb ank / ) ,  VBASE 5 

( h t t p : / / vba se .mrc - cp e . c am.ac . uk / ) ,  VBASE2 (h t t p : / / vb as e2 .o rg / ) ,  l a  

b as e  de  d a to s  Ka ba t  d e  sec ue nc ias  d e  p ro t e ín as  d e  i n te rés  

i nm un o lóg i co  ( h t t p : / / www.k ab a td a ta ba se . com/ in de x .h tm l ) ,  e l  r ecu rso  

d e  p r o te ín a  un i ve rs a l  (Un iPr o t ;  h t t p : / / p i r . g e o rg e to wn . edu / ) ,  y  ba se  de  

d a to s  Ab ys is  ( h t t p : / / www. b io in f . o rg .uk /ab s / ) ,  c on  ba se  e n  i den t i dad  10 

y / o  s im i l i t u d  c on  l as  se cu en c ias  de  es t ru c tu r a  va r ia b le  de l  a n t i cu e rpo  

d e l  cu a l  l a s  CDRS se  o r ig i na r on ,  y  c on  b ase  e n  sec ue nc ia ( s )  de  

e s t ru c tu r a  d e  l o  c on t r a r io  p re f e r id a .  

 Va r i os  p rog rama s  de  com pu t ac ió n  es t án  d isp on ib le s  pa ra  

b us ca r  sec ue nc ias  de  es t r uc tu r a  huma na  ad ec ua da s  qu e  c ump lan  e l  15 

r eq uer im ie n to (s )  se l ec c i on ad o .  Po r  e j em p lo ,  “Kab a tMa n ”  es  u na  

ve rs i ón  q ue  se  pu ed e  bu sc a r  en  c omp u ta dor a  de  lo s  da t os  de  

s ec ue nc ia  de  a n t i cu e rp o  Ka ba t  de l  l i b r o  Seq ue nc es  o f  Immu no log ica l  

I n t e re s t .  E l  p rog rama Ka ba t Ma n  es  de sc r i t o  en  e l  d ocume n to :  Ma r t i n  

( 199 6)  “Acce ss ing  t h e  Ka ba t  An t ibo d y  Seq u enc e  Da ta ba se”  po r  20 

Com pute r  PRO TEINS:  S t r uc t u re ,  Fu nc t i on  an d  G en e t i cs ,  25 ,  1 30 - 133 ,  

y  es ta  d i s po n ib le  e n  h t t p : / / www. b io i n f . o rg .uk /abs / s imk ab . h tm l ,  y  

h t t p : / / www. b io in f . o rg .uk /ab s / k aba tm an . h tm l .  La  ba se  de  d a to s  Ab ys is ,  

e n  h t t p : / / www. b io in f . o rg .uk /ab ys is / ,  i n t eg ra  d a to s  d e  se cu en c ia  de  

Ka ba t ,  I MGT  y  PDB  c on  d a to s  e s t ruc t u ra l es  de  la  PDB .  P ro ve e  u na  25 
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in t e r f ace  c ompre ns i va  d e  ap un t a r  y  h ace r  c l i c  q ue  pe rm i te  a  una  

p e rs on a  bus ca r  los  da t os  de  s ecu en c ia  e n  va r io s  c r i t e r io s  y  mos t ra r  

r esu l t ad os  en  f o rma t os  d i f e re n tes .  Pa r a  da to s  de  la  PDB ,  se  pu ed en  

c omb ina r  b úsq u ed as  de  sec ue nc ia  co n  re s t r i cc i on es  e s t ruc t u ra l es .  

 En  o t r o  as pe c to ,  l a  i n ve nc ió n  p r o vee  un  a n t i cu e rp o  ge ner ad o  5 

p o r  e l  mé to do  de sc r i t o  e n  la  p re se n te .  En  u na  m od a l i da d  p re f e r ida ,  

d i ch o  a n t i c ue r po  compr en de  u na  es t r uc tu r a  de  a n t i c ue r po  VL  

t e n ie nd o  p o r  l o  me no s  8 0% d e  id en t i d ad ,  m ás  p re f e r i b le  8 5%,  90%,  

9 5%,  9 6%,  97%,  98%,  má s  p re f e r ib l e  9 9% a  SEC I D  NO:  1 2  o  SEC ID  

NO:  13 ;  p r e f e r i b l eme n te ,  e l  a n t i c ue rp o  com pre nd e  a rg in i na  ( R)  en  la  10 

p os i c i ón  4 7  AHo y / o  en  l a  p os ic i ón  5 0  AHo de  l a  c ad en a  l i g e ra  

va r ia b le .  

 Ad ic i on a l  o  a l t e r na t i vamen t e ,  l a  es t r uc t u ra  d e  an t i cu e rpo  VH es  

o  c ompr en de  SEC I D  NO:  3  o  u na  s ec ue nc ia  q u e  t i en e  p o r  l o  menos  

8 0% de  i de n t id ad ,  má s  p r e f e r i b le ,  85%,  90%,  95%,  9 6%,  97%,  98%,  15 

má s  p r e f e r ib l e  9 9% a  SEC I D  NO:  3 .  

 En  c i e r t a s  mod a l ida de s ,  l a  i n ve nc ió n  p ro vee  ad emás   

( 1 )  Un  mé t od o  pa r a  re du c i r  l a  p ro pe ns ió n  d e  ag reg ac ió n  d e  

u n  an t i c ue r po  s i en do  u n  c omp le j o  he t e ro d imér i co  q ue  

c ompr en de  dom in io s  va r ia b les  p esa do s  y  l i g e r os ,  e l  20 

mé t od o  q ue  compre nd e  lo s  p aso s  d e :  

( a )  p ro veer  un a  p res en t ac ió n  mo le cu la r  a tom ís t i c a  

c omp le ta  d e l  a n t i cu e rp o ;  

( b )  d e te rm ina r  l a  e ne rg ía  l i b r e  d e  la  in t e r f ace  en t r e  

am bo s  d om in io s ;  25 
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(c )  e l eg i r  uno  o  más  r es id uo s  de  am in oá c ido  q ue  

p a r t i c i pa n  en  l a  i n te r f ac e  pa r a  sus t i t uc i ón  a l  p r o veer  

u n  mo de lo  mo le cu la r  d e l  an t i cu e rp o  q ue  com pre nde  

l a  un a  o  má s  su s t i t uc i on es  e n  la s  p os ic i ones  

s e le cc io na das  y  de t e rm in an do  la  e ne rg ía  l i b r e  de  la  5 

i n t e r f ace  de  la  p res en t ac ió n  mo lecu la r  s us t i t u i da ;  

( d )  s e le cc io na r  u n  r es id uo  d e  am in oá c id o  pa ra  

s us t i t u c ió n  s i  l a  e ne rg ía  l i b re  de  la  i n te r f ac e  d e l  

mo de lo  mo le cu la r  su s t i t u id o  e s  men or  q ue  l a  e ne rg ía  

l i b r e  d e  la  in t e r f ace  de l  m od e lo  mo lecu la r  i n i c i a l ;  10 

( 2 )  Un  mé t od o  de  ( 1 ) ,  e n  do nd e  l a  e ne rg ía  l i b r e  d e  la  

i n t e r f ace  se  de te rm in a  a l  ca lc u la r  l a  d i f e re nc ia  d e  e nerg ía  

e n t re  e l  comp le j o  y  la  s uma d e  la s  e ne rg ías  de  los  

d om in ios  i nd i v i du a le s  en  e l  co n te x to  d e  un  mé t od o  de  

s o l ven te  im p l íc i t o ;  15 

( 3 )  E l  m é to do  de  ( 2 ) ,  en  do nd e  e l  so l ven te  es  G BMV o  PBSA;  

( 4 )  E l  mé t od o  de  cua lq u ie ra  d e  (1 ) - (3 )  p re ce de n te s ,  q ue  

c ompr en de  ad emás  e l  pa so  de  

( i )  s im u la r  l a  d i s t r i b uc i ó n  d e  ca rg a  de  l a  p ro te ín a ,  

e n  do nd e  d ich o  p as o  se  r ea l i za  d en t r o  de l  20 

p as o  a  y  b ;  

( 5 )  E l  mé t od o  de  ( 4 ) ,  e n  do nd e  l a  d i s t r i b uc i ón  de  ca rg a  se  

s im u la  co n  ba se  en  f ue r zas  e l ec t ro es t á t i ca s  o  de  van  de r  

W aa ls ;  
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( 6 )  E l  mé to do  de  cu a lqu ie ra  de  (1 ) - ( 5 )  p re ce de n te s ,  e n  d ond e  

e l  p as o  ( c )  compr en de  e l  p as o  ad ic i on a l  de  m in im i za c ión  

d e  e nerg ía  en  e l  á re a  a l r ed ed or  d e  la  mu t ac ió n ;  

( 7 )  E l  mé to do  de  cu a lqu ie ra  de  (1 ) - ( 7 )  p re ce de n te s ,  e n  d ond e  

e l  an t i cu e rp o  e s  u n  f r ag men to  va r ia b le  de  u na  ca dena  5 

( s cF v ) .  

 

Se  pu ed en  g en era r  an t i cue rpo s  de  l a  i n ve nc ió n  us and o  t é cn i cas  

d e  r u t i na  e n  e l  cam po  de  g en é t i ca  r ec omb in an t e .  Con oc ien do  las  

s ec ue nc ia s  de  l os  p o l ip ép t id os ,  l os  cADNs  c od i f i c án do lo s  se  pu ed en  10 

g en era r  po r  s ín t es i s  g ené t i c a  p ro  mé t od os  b ie n  co no c id os  en  la  

t é cn ic a .  Es t os  cADNs  s e  pu ed en  c l o na r  e n  p l ásm id os  d e  vec to r  

a de cu ad os .  

L as  t é cn i cas  es tá nd ar  d e  c lo nac ió n  y  mu t ag éne s is  b ien  

c on oc id as  a l  e xpe r to  en  l a  t éc n ica  s e  pu ed en  us a r  p a ra  ag reg ar  15 

e n la za dor es ,  dom in ios  de  t r as l ad o  o  f us io nes  d e  c ons t ru cc i ón  pa r a  la  

p rod uc c ión  de  f r agme n to s  Fa b .  Se  des c r ib en  p r o toc o lo s  b ás icos  q ue  

d es c r ib en  lo s  mé to do s  g en era les  de  es t a  in ve nc ió n  e n  Mo lec u la r  

C lo n ing :  A  L ab ora to ry  Manu a l  ( Sam br ook  &  Russ e l l ,  3 ª  ed .  2 00 1)  y  

e n  Cur r en t  P ro t oc o l s  i n  Mo le cu la r  B io lo gy  ( Au su be l  y  o t ro s ,  1 99 9) .  20 

 L a  s ec ue nc ia  de  ADN q u e  a l be rg a  u n  g en  co d i f i ca nd o  un  

p o l ip ép t id o  s cF v ,  o  en  e l  ca so  de  f rag me n to s  F ab ,  c od i f i ca ndo  dos  

g en es  s epa rad os  o  u n  op eró n  b i - c i s t r ó n ic o  q u e  c ompre nd e  l os  dos  

g en es  pa r a  la s  f us i o ne s  d e  VL- Ck  y  VH- CH1 se  c l on an  en  un  vec t o r  

d e  e xp re s ió n  ade cu ad o ,  p re f e r ib l eme n te  u no  c on  u n  p romoto r  25 
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in du c ib le .  Se  d eb e  t e ne r  cu i da do  q ue  f r en te  a  ca da  g en  h a y  un  s i t i o  

d e  un ió n  d e  r ib osom a a p ro p ia do  q ue  as eg ura  t r ad uc c ió n .  Se  debe  

e n te nd er  q u e  los  a n t i c ue r pos  d e  la  p res en t e  in ve nc ió n  compr en den  

l a s  s ec ue nc ia s  des c r i t as  e n  ve z  d e  q u e  co ns is t an  de  e l l as .  Po r  

e j emp lo ,  l a s  e s t ra t eg ias  de  c l on ac ió n  pu ed en  req uer i r  q u e  una  5 

c on s t ruc c ió n  es té  h ec ha  d e  lo  q ue  un  a n t i c ue r po  co n  u no  o  p ocos  

r es id uo s  ad i c i ona les  en  la  t e rm in a  N  es tá n  p r es en tes .  

Esp ec í f i c ame n te ,  l a  me t io n in a  d e r i va da  d e l  co dó n  d e  in i c io  pu ede  

e s ta r  p r ese n te  e n  l a  p ro t e ína  f i n a l  en  ca so s  e n  do nd e  no  se  ha  

c o r t a do  de  ma ner a  p os t - t r ad ucc ión .  La  ma yor ía  de  la s  con s t ru cc io nes  10 

p a ra  a n t i cu e rp os  s cF v  d an  l ug a r  a  un a  a l an ina  ad ic i on a l  e n  e l  

e x t rem o te rm ina l  N .  En  un a  mo da l i d ad  p r e f e r id a  de  l a  p r es en te  

i n ve nc ió n ,  un  vec to r  de  e xp re s ió n  pa r a  e xp r es i ón  p e r i p lá sm ica  en  E.  

c o l i  se  e l i g e  (K r ebb er ,  1 99 7) .  D ic ho  ve c t o r  com pre nde  u n  p r omoto r  

f r en te  a  una  s ec uen c ia  d e  se ña l  q ue  s e  pu ed e  co r t a r .  La  s ec ue nc ia  15 

c od i f i c ad ora  p a ra  e l  p ép t i do  d e  an t i c ue r po  e n to nc es  se  f us io na  en  

mar co  a  la  s ec ue nc ia  de  s eñ a l  q ue  se  pu ed e  co r t a r .  Es to  pe rm i te  la  

f oca l i zac i ón  de l  po l i pé p t ido  e xp r esad o  a l  pe r ip l asma  b ac t e r ia no  en  

d on de  se  co r t a  la  se cu en c ia  de  s eñ a l .  En to nc es  s e  d ob la  e l  

a n t i c ue r po .  En  e l  c as o  de  l os  f r ag me n to s  Fa b ,  t a n to  lo s  pé p t ido s  de  20 

f us ió n  VL- CK como VH-CH1 se  de be n  e n la za r  a  u na  se ña l  de  

e xp or ta c i ón .  E l  e n l a ce  S- S  co va le n te  s e  f o rma  e n  la s  c i s t e ín as  de  

t e rm ina l  C  d esp ué s  de  q ue  l os  p ép t i do s  ha yan  a l c an zad o  e l  

p e r ip l asma.  S i  se  p re f i e re  e xp res i ón  c i t o p lá sm ica  de  an t i c ue r pos ,  

d i ch os  an t i cu e rp os  us ua lme n te  s e  pu ed en  o b te ner  a  r end im ien tos  25 
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a l t os  d e  cu e rp os  de  in c lus i ón ,  q ue  se  pu ed en  se par a r  c on  f ac i l i dad  

d e  o t ro s  f r ag men tos  c e lu la r es  y  p ro t e ín a .  En  e s te  ca so ,  l os  cu e rpos  

d e  i nc lu s ión  s e  s o lu b i l i za n  en  un  ag e n te  d es na tu r a l i zan t e  t a l  como,  

p o r  e j emp lo ,  c l o rh id ra to  d e  g uar i d ina  (G nd HC l )  y  des pué s  s e  vue l ve  

a  d ob la r  po r  p r oc ed im ie n to s  de  re na t u ra c ió n  b i en  c on oc idos  a  5 

aq u e l lo s  e xper t os  e n  la  t éc n i ca .  

 L os  p l ásm id os  q ue  e xp re sa n  l os  p o l ip ép t i do s  scF v  o  Fa b  so n  

i n t r od uc idos  en  un  hu és pe d  ad ec uad o ,  p r e f e r i b leme n te  un a  c é lu la  

b ac t e r ia na ,  d e  le va dur a  o  m am íf e ro ,  mu y p re f e r ib l e  una  ce pa  de  E.  

c o l i  ad ec ua da  c omo,  po r  e j emp lo ,  J M8 3  p a ra  e xp r es ió n  p e r ip l ásm ica  10 

o  BL 21  pa r a  e xp re s ió n  en  c ue r po s  d e  inc l us ió n .  E l  po l i pé p t ido  se  

p ue de  c os ech ar  de l  p e r ip l asma o  f o rmar  cu e rp os  d e  i nc l us ión  y  

p u r i f i c ad os  u sa nd o  t é cn ic as  es t ánd ar  t a l es  c omo c romat og ra f ía  de  

i n t e r c amb io  de  i one s ,  c r omatog ra f ía  d e  f ase  in ve r t i da ,  c r omat og ra f ía  

d e  a f i n id ad  y / o  f i l t r a c ió n  d e  g e l  co no c id as  a l  e xpe r t o  e n  la  t éc n ica .  15 

 L os  an t i c ue r po s  de  l a  i n ven c ión  se  p ue de n  ca r ac t e r i za r  con  

r esp ec t o  a l  r en d im ie n to ,  s o l ub i l i dad  y  es ta b i l i da d  i n  v i t r o .  Po r  

e j emp lo ,  cap ac idad es  d e  un ión  h ac ia  T NF,  p re f e r i b leme n te  h ac ia  

T NF α  hum an o ,  s e  p ue de n  p ro bar  i n  v i t r o  p o r  EL I SA o  re so na nc ia  de  

p l asm ón  s up er f i c ia l  ( B I ACore ) ,  usan do  T NF h uma no  re com b ina n te  20 

c omo s e  de sc r ibe  en  W O972 91 31 ,  e l  ú l t im o  méto do  t amb ién  

p e rm i t i e nd o  d e te rm in a r  e l  co ns t an t e  de  ve loc id ad  k o f f ,  q u e  deb er ía  

s e r  p re f e r ib lem en te  d e  m eno s  de  10 - 3 s - 1 .  Se  p re f ie r en  va lo r es  K d  de  ≤  

1 0  n M.  
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 En  u na  mo da l i da d ,  l a  p r es en t e  i n ven c ió n  p ro ve e  an t i c ue r pos  

q ue  un en  T NF α  y  d e  e s ta  ma ner a  so n  a de cu ad os  p a ra  b loq u ear  la  

f unc ión  d e  T NF α  i n  v i vo .  En  u na  mod a l id ad  p a r t i cu l a r ,  e l  an t i c ue rpo  

a n t i -T NF α  c ompr end e  la  sec ue nc ia  SEC ID  NO:  1 0  o  SEC I D  NO:  17 .  

 Pa r a  a p l i ca c ion es  t e ra pé u t i ca s ,  a n t i c ue r po s  a n t i -T NF de  la  5 

i n ve nc ió n  son  a dm in is t r ad os  a  un  m am íf e r o ,  p r e f e r i b l eme n te  un  

h uma no ,  e n  u na  f o rma  d e  d os i f i c ac ión  f a rmacé u t i c amen te  a ce p tab le  

t a l es  como aq ue l la s  d i scu t i da s  a n tes ,  i nc lu ye nd o  aq ue l l as  q u e  se  

p ue de n  a dm in is t r a r  a  u n  h uma no  in t r a ven osam en te  com o u na  

i n ye cc ió n  i n t r a veno sa  rá p id a  o  po r  i n f us ión  c on t i nua  s ob r e  un  10 

p e r io do  de  t i emp o ,  p o r  r u t a  in t r amu scu la r ,  i n t r ape r i t on ea l ,  

i n t r ac e re b ro esp ina l ,  s ub cu tá ne a ,  i n t r a -a r t i c u la r ,  i n t r as in o v ia l ,  

i n t r a te ca l ,  o r a l ,  t ó p ic a ,  i n t r a oc u la r ,  i n t r an as a l ,  ó t i ca ,  s ub l ing u a l ,  

t r a ns dérm ic a  o  i nha lac i ón ,  p o r  e j emp lo .  Lo s  a n t i cu e rp os  t am b ié n  son  

a dm in is t r ad os  de  m an era  ad ec uad a  po r  r u t as  i n t r a t umor a les ,  15 

p e r i t um ora les ,  i n t r a l es i on a les  o  pe r i l e s io na les ,  pa r a  e j e r ce r  e f ec tos  

t e r ap éu t i cos  l oc a les  as í  c omo s i s tém ic os .  

 Pa r a  l a  p r e ve nc ión  o  t r a tam ie n to  d e  en f e rme da d ,  l a  d os i f i c ac ión  

a p ro p ia da  de  a n t i c ue r po  de pe nd erá  de l  t i p o  de  en f e rme da d  a  se r  

t r a t ad a ,  c omo s e  d e f in i ó  an t es ,  l a  se ve r id ad  y  cu rso  de  la  20 

e n f e rmed ad ,  ya  se a  e l  a n t i cu e rp o  adm in i s t r a do  pa ra  p r op ós i t os  

p re ven t i vos  o  t e ra pé u t i c os ,  t e ra p ia  p r e v ia ,  l a  h i s t o r ia  c l ín i ca  d e l  

p ac ien t e  y  r es pu es t a  a l  a n t i cu e rp o ,  y  l a  d i sc r ec ió n  de l  m éd ic o .  E l  

a n t i c ue r po  e s  adm in i s t r a do  d e  man era  a dec ua da  a l  pac ien t e  u na  s o la  

ve z  o  so b re  un a  s e r ie  de  t r a tam ie n to s .  25 
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 An t i c ue r po s  a n t i -T NF d e  la  i n ven c ió n  s on  ú t i l es  en  e l  

t r a t am ie n to  d e  en fe rmed ad es  med iada s  co n  T NF.  De pen d ie nd o  de l  

t i p o  y  se ve r i da d  d e  l a  e n f e rmed ad ,  ap r o x ima dam ente  1  µg /k g  a  

a p ro x ima dame nte  5 0  mg /k g  (po r  e j emp lo ,  0 .1 -20  mg /k g )  de  

a n t i c ue r po  e s  un a  d os i f i c ac i ón  c an d id a ta  in i c ia l  p a ra  adm in is t r a c ión  5 

a l  pac i en t e ,  ya  s ea ,  po r  e j emp lo ,  po r  un a  o  más  adm in is t r ac i ones  

s ep ara da s ,  o  po r  i n f us ió n  con t i nua .  Un a  do s i f i cac ió n  d ia r i a  o  

s ema na l  t íp i ca  p ue de  va r i a r  de  a l r e de dor  de  1  µg /kg  a  

a p ro x ima dame nte  2 0  mg /kg  o  más ,  de pe nd ien do  de  l os  f ac t o res  

me nc iona do s  a n tes .  Pa r a  adm in is t r a c io nes  r ep e t id as  s ob r e  va r ios  10 

d ía s  o  m ás ,  de pe nd ien do  d e  la  co nd ic i ón ,  e l  t r a tam ie n to  e s  re pe t ido  

h as t a  q ue  oc u r ra  un a  sup res i ón  de sea da  d e  s ín toma s  de  e n f e rmeda d .  

S in  embarg o ,  o t r os  reg ím en es  de  dos i f i c ac i ón  pu ed en  s e r  ú t i l es .  E l  

p rog res o  de  es ta  t e rap ia  s e  mo n i t o r ea  c on  f ac i l i d ad  po r  t éc n i ca s  y  

e ns a yos  co n ven c ion a le s ,  i nc lu ye nd o ,  p o r  e j em p lo ,  e sca ne o  de  t umor  15 

r ad iog rá f i ca .  

 De  a cu erd o  co n  o t r a  moda l i da d  de  la  in ven c ión ,  l a  e f ec t i v i dad  

d e l  a n t i cu e rp o  pa r a  p re ve n i r  o  t r a ta r  un a  en f e rme dad  se  p ue de  

me j o ra r  a l  a dm in is t r a r  e l  an t i c ue r po  e n  s e r ie  o  en  comb ina c ió n  co n  

o t r o  ag en t e  q ue  s ea  e f ec t i vo  p a ra  aq ue l lo s  p r op ós i t o s ,  t a l  como 20 

f ac to r  d e  c r ec im ie n to  e nd o te l ia l  va sc u la r  ( VEGF) ,  u n  an t i c ue rpo  

c ap a z  d e  i nh i b i r  o  n eu t r a l i za r  l a  a c t i v i d a d  ang iog é n i ca  de  f ac to r  de  

c r ec im ie n to  de  f i b rob las t o  á c id o  o  b ás ic o  ( FGF)  o  f ac to r  de  

c r ec im ie n to  d e  hep a to c i t o  (HG F) ,  un  a n t i cu e rp o  ca pa z  d e  i nh ib i r  o  

n eu t r a l i za r  l as  ac t i v i d a des  co ag u la n te s  d e  f ac to r  d e  t e j i d o ,  p r o te ína  25 
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C  o  p ro t e ín a  S  ( ve r  Esm on  y  o t r os ,  p ub l i cac i ón  de  pa te n te  de  PCT  

No .  W O 91 / 01 753 ,  p ub l i ca da  e l  21  d e  f eb re r o  d e  19 91) ,  un  an t i c ue rpo  

c ap a z  de  un i r  a  r ec ep t o r  HER2 ( ve r  Hu d z iak  y  o t ros ,  pu b l i c ac ió n  de  

p a te n te  de  PCT  No .  W O 89 /0 66 92 ,  pub l i ca da  e l  27  de  j u l i o  de  19 89) ,  

o  un o  o  más  ag en t es  t e r ap éu t i cos  c on ve nc io na les  t a le s  com o,  po r  5 

e j emp lo ,  ag e n te s  a lq u i l an te s ,  an t ago n is t as  de  ác i do  f ó l i co ,  a n t i -

me t ab o l i t os  d e  me ta bo l i smo  de  á c id o  n uc le i co ,  a n t ib ió t i co s ,  an á log os  

d e  p i r im id in a ,  5 - f l u o ro u ra c i l ,  c i s p la t i na ,  n u l ce ós id os  de  p u r ina ,  

am ina s ,  am ino ác ido s ,  nu c leó s id os  de  t r i a zo l ,  o  co r t i co es t e ro i des .  

D i ch os  o t ros  ag en t es  pu ed en  e s ta r  p r es en t es  e n  la  c omp os ic ión  10 

s i en do  a dm in is t r ada  o  se  p ue de n  adm in i s t r a r  p o r  se par ad o .  T amb ién ,  

e l  an t i c ue r po  se  a dm in is t r a  d e  man era  ad ec ua da  en  s e r ie  o  en  

c omb inac ión  co n  t r a t am ie n tos  ra d io l óg ic os ,  ya  se a  in vo luc r and o  

i r r a d ia c i ón  o  a dm in i s t r ac ió n  d e  s us ta nc ias  r ad io ac t i vas .  

 Se  p ue de n  us a r  an t i cu e rp os  d e  l a  in ve nc ió n  com o age n te s  de  15 

p u r i f i c ac ió n  d e  a f in i da d .  En  es t e  p r oc es o ,  l os  an t i cu e rp os  se  

i nm o v i l i za n  e n  u na  f ase  s ó l id a  t a l  c omo un a  res i na  Se ph ad e x o  p ape l  

d e  f i l t r o ,  us an do  mét od os  b i en  c on oc id os  en  la  t é cn ic a .  E l  an t i c ue r po  

i nm o v i l i za do  ha ce  c on t ac to  co n  un a  mu es t r a  q ue  c on t i en e  una  

p ro te ín a  d ia na  (o  f r ag men to  de  la  m ism a)  q ue  e l  an t i c ue rpo  un e ,  t a l  20 

c omo T NF en  e l  c as o  d e  an t i c ue r po s  an t i -T NF α ,  a  p u r i f i c a r se ,  y  

d es pu és  e l  s op or te  s e  l a va  co n  un  s o l ve n t e  ad ec ua do  qu e  e l im in a rá  

s us t anc ia lme n te  t od o  e l  ma t e r ia l  e n  l a  mu es t ra  e xce p to  la  p r o te ína  

d i an a ,  q ue  s e  u ne  a l  a n t i cu e rp o  inm ov i l i za d o .  F i na lm en te ,  e l  sopor te  
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s e  l a va  co n  o t ro  so l ve n te  a de cu ad o ,  t a l  com o reg u la do r  de  g l i c i na ,  

p H 5 .0 ,  q u e  l i be r a rá  l a  p r o te ín a  d ian a  d e l  a n t i cu e rp o .  

 T amb ién  pu ed en  se r  ú t i l e s  an t i c ue r po s  en  en sa yos  d iag n ós t i cos  

p a ra  u na  p r o te ín a  d ia na ,  p o r  e j emp lo ,  d e te c ta nd o  s u  e xp r es i ón  en  

c é lu l as  e sp ec í f i c as ,  t e j i do s  o  su e ro .  D ich os  m é to dos  d i ag nó s t i cos  5 

p ue de n  s e r  ú t i l e s  en  d iag n ós t i c o  d e  cá nc er .  

 Pa r a  ap l i c ac io ne s  d i ag nó s t i ca s ,  e l  a n t i c ue r po  t íp i c ame n te  se rá  

mar ca do  c on  u na  p o rc ió n  de t ec t ab le .  Numer os as  e t iq ue t as  e s tán  

d i sp on ib l es  q ue  p o r  l o  g en era l  se  ag rup an  en  las  s ig u ien t es  

c a teg or ía s :  10 

( a )  Ra d io is ó to pos ,  t a le s  com o 1 1 1 I n ,  9 9 Tc ,  1 4 C,  1 3 1 I ,  1 2 5 I ,  3 H,  

3 2 P o  3 5 S.  E l  a n t i cu e rp o  se  p ue de  m arc a r  co n  e l  r a d io i só t op o  us ando  

l a s  t éc n ic as  d esc r i t as  e n  Cur re n t  P ro to co ls  i n  Immu no logy ,  

vo l úm ene s  1  y  2 ,  Co l ig en  y  o t ros ,  Ed .  W i le y - I n te r sc i e nc e ,  Nue va  

York ,  N .Y . ,  Pu bs .  ( 199 1) ,  p o r  e j emp lo ,  y  se  p ue de  me d i r  15 

r ad io ac t i v i da d  us an do  co n te o  d e  ce n te l l eo .   

( b )  E t iq u e ta s  f l u o re sc en t es  t a le s  c omo  q ue la to s  d e  t i e r ra  ra ra  

(q ue la to s  de  eu rop io )  o  f l u o res ce ín a  o  s us  d e r i va do s ,  r od am in a  y  sus  

d e r i vad os ,  d an s i lo ,  L i ss am in a ,  f i co e r i t r i n a  y  T e xas  Re d  es t án  

d i sp on ib l es .  L as  e t iq u e ta s  f l uo r esce n te s  se  p ue de n  co n jug a r  a l  20 

a n t i c ue r po  us an do  l as  t é cn ic as  d esc r i t as  e n  Cur r en t  P r o to co ls  in  

Immu no logy ,  su p r a ,  p o r  e j emp lo .  Se  p ue de  cu an t i f i c a r  l a  

f l u o re sce nc ia  us and o  u n  f l u o r íme t r o .  

( c )  Va r i as  e t iq ue t as  de  s us t r a to  d e  en z ima  e s tá n  d isp on ib les  

y  la  pa t en t e  de  E .U .A .  No .  4 , 27 5 ,1 49  p r o vee  u na  re v i s ió n  d e  a lg unas  25 
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d e  és t as .  L a  e n z ima  po r  lo  g en era l  ca t a l i za  un a  a l t e ra c ió n  q u ím ica  

d e l  s us t r a to  c romog én i co  q u e  s e  p ued e  me d i r  usa nd o  va r i as  t éc n ica s .  

Po r  e j emp lo ,  l a  en z ima  p ue de  c a ta l i za r  un  c amb io  de  co lo r  en  un  

s us t r a to ,  q u e  se  pu ed e  me d i r  e sp ec t r o f o tom ét r i cam en t e .  De  m anera  

a l t e rn a t i va ,  l a  e n z im a  pu ed e  a l t e ra r  l a  f l uo re sc enc ia  o  5 

q u im io lum in i sc enc ia  de l  s us t r a to .  Se  de sc r ib i e ro n  a n te s  t éc n icas  

p a ra  c ua n t i f i ca r  un  cam b io  en  f l u o res ce nc ia .  E l  s us t r a to  

q u im io lum in i sc en t e  se  e xc i t a  e l ec t ró n ic amen t e  po r  un a  r ea cc ión  

q u ím ica  y  e n to nces  pu ed e  em i t i r  l u z  q ue  se  pu ed e  med i r  ( u sa nd o  u n  

q u im io lum inómet r o ,  po r  e j emp lo )  o  do na  en erg ía  a  un  ace p to r  10 

f l u o re sce n te .  E jemp los  d e  e t iq ue ta s  e n z im á t i ca s  in c lu ye n  l uc i f e ras as  

( po r  e j emp lo ,  l uc i f e r as a  d e  l uc ié rn ag a  y  lu c i f e rasa  b ac t e r ia na ;  

p a te n te  d e  E .U . A .  No .  4 ,7 37 , 45 6) ,  l u c i f e r i na ,  2 ,3 -

d i h id r o f t a la z i n ad ion as ,  des h id r og en as a  d e  ma la to ,  u reasa ,  

p e ro x i d asa  t a l  com o pe r o x id as a  d e  r áb an o  ( HRPO) ,  f os f a tasa  15 

a l ca l in a ,  b e ta -g a la c to s i da sa ,  g lu coam i l asa ,  l i so z im a ,  o x id as as  de  

s ac á r id o  (po r  e j emp lo ,  o x i da sa  d e  g lu co sa ,  o x i d asa  de  g a lac t os a  y  

d es h id r og en asa  de  g l uc os a -6 - f os f a to ) ,  o x i d asa s  h e te r oc íc l i c as  ( t a les  

c omo u r i c asa  y  o x i da sa  d e  xan t i na ) ,  l a c to pe r o x id as a ,  

m ic r op ero x i da sa  y  s im i la r es .  T éc n ic as  p a ra  co n jug a r  e n z ima s  a  20 

a n t i c ue r pos  se  des c r ib en  e n  O ’Su l l i va n  y  o t r os ,  “ Me th od s  f o r  t he  

P re par a t i on  o f  En zym e-An t ibo d y  Co n jug a t es  f o r  use  i n  En zyme 

Immn oas sa y ” ,  en   Met ho ds  in  En zy m.  ( e d  J .  L ang o ne  &  H .  Van  

Vu nak i s ) ,  Ac ad em ic  p res s ,  Nue va  York ,  73 :1 47- 16 6  (1 98 1) .  E j emp los  

d e  c omb in ac ion es  d e  e n z ima- su s t ra t o  in c lu yen ,  po r  e j emp lo :  25 
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( i )  Pe r o x id as a  de  rá ba no  ( HRPO)  co n  pe r o x i dasa  de  

h i d róg e no  c omo un  s us t r a to ,  e n  don de  la  p e ro x i d asa  de  h i d róg e no  

o x i d a  un  p r ec u rso r  d e  co lo r an t e  (po r  e j em p lo ,  o r t o f en i l e no  d i am ina  

(OPD)  o  c lo r h id r a to  de  3 ,3 ’ , 5 ,5 ’ - t e t r amet i l o  be nc id in a  (TMB) ) ;  

( i i )  F os f a ta sa  a lc a l i na  (AP)  co n  f os f a to  de  p a ra - n i t r o f en i l o  5 

c omo s us t r a to  c romog é n ico ;  y  

( i i i )  β -D-g a lac t os id as a  (β -D-Ga l )  co n  un  su s t ra t o  c romog é n ico  

( po r  e j emp lo ,  P -n i t r o f en i l -β -D-g a lac t os i da sa )  o  sus t r a to  f l u o rog é n i co  

4 -me t i l umb e l i f e r i l - . b e ta . - D-g a la c to s i da sa .  

 10 

Num eros as  o t ra s  comb ina c ion es  d e  en z im a-s us t ra to  e s tán  

d i sp on ib l es  a  aq ue l l os  e xper t os  en  l a  t é cn ic a .  Pa r a  un a  re v i s ión  

g en era l  de  e s tos ,  ve r  l as  p a te n te s  d e  E . U .A .  No s .  4 , 27 5 ,1 49  y  

4 , 31 8 ,9 80 .  A  vec es ,  l a  e t iq u e ta  s e  c on j ug a  i nd i r ec tame n te  c on  e l  

a n t i c ue r po .  E l  e xp e r to  es t a rá  c on sc ien t e  de  va r ia s  t é cn i cas  pa ra  15 

l og ra r  es t o .  Po r  e j em p lo ,  e l  a n t i c ue r po  s e  p ue de  co n jug a r  c on  b io t ina  

y  cu a lq u ie ra  de  la s  t r es  ca t eg or ía s  am p l i as  d e  e t iq u e tas  

me nc iona da s  an t es  s e  pu ed en  c on jug a r  c on  a v i d in a ,  o  v i c e ve rsa .  

B io t in a  u ne  se lec t i va me n te  a  a v i d in a  y  de  es t a  ma ner a ,  l a  e t iq ue t a  se  

p ue de  c on j ug a r  c on  e l  an t i c ue r po  en  e s ta  ma ner a  i nd i r ec ta .  20 

A l t e rn a t i vamen t e ,  p a ra  log ra r  co n jug ac ión  i nd i r ec t a  de  la  e t iq ue t a  

c on  e l  a n t i cu e rp o ,  e l  a n t i cu e rp o  se  co n jug a  c on  un  h ap te no  p eq ue ño  

( po r  e j em p lo ,  d ig ox in a )  y  un o  d e  l os  t i po s  d i f e re n te s  de  e t iq ue tas  

me nc iona do s  an t es  s e  co n jug a  co n  u n  a n t i cu e rp o  an t i - hap t en o  (po r  
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e j emp lo ,  an t i c ue r po  an t i - d ig o x in a ) .  De  es t a  man era ,  s e  p ue de  log ra r  

c on j ug ac ió n  in d i r ec ta  de  l a  e t iq ue t a  co n  e l  an t i c ue r po .  

En  c ie r t as  mod a l ida de s ,  no  se  n ec es i t a  e t iq u e ta r  u n  an t i c ue rpo ,  

y  l a  p r ese nc ia  d e l  m ismo se  pu ed e  d e te c ta r  us and o  un  an t i cu e rp o  

mar ca do  q u e  se  une  a  u n  a n t i cu e rp o  d i a na .  5 

L os  a n t i c ue r pos  de  la  p r es en te  in ve nc ió n  se  p ue de n  emp le a r  en  

c ua lq u ie r  mé tod o  d e  e nsa yo  c on oc id o ,  t a l  com o en sayo s  d e  un ión  

c omp e t i t i vos ,  en sa yo s  de  emp are da do  d i r ec t os  e  in d i r e c tos ,  y  

e ns a yos  de  i nmun opr ec ip i t ac i ón .  Zo la ,  Mo no c lon a l  An t ib od ies :  A  

Ma nu a l  o f  Tec hn iqu es ,  pp .  14 7 -1 58  (CRC Pre ss ,  I n c .  1 98 7) .  10 

L os  e ns a yos  d e  un ió n  com pe t i t i vos  d ep en de n  d e  l a  ha b i l i d ad  de  

u n  e s tá nd ar  marca do  pa r a  com pe t i r  c on  e l  an a l i t o  de  m ues t r a  de  

p rue ba  pa r a  u n i r  c on  u na  c an t i dad  l im i t a da  d e  a n t i c ue r po s .  Po r  

e j emp lo ,  l a  ca n t id ad  d e  p ro t e ína  d e  T NF  en  la  m ue s t ra  de  p r ue ba  a  la  

i n ve r sa  es  p r op orc i o na l  a  la  c an t i da d  de  es tá nd ar  q ue  s e  u ne  a  los  15 

a n t i c ue r pos .  Pa ra  f ac i l i t a r  l a  de t e rm in ac ió n  de  la  c an t i da d  d e  

e s tá nd ar  q u e  s e  un e ,  l o s  an t i cu e rp os  p o r  l o  g en era l  son  

i n so lub i l i za do s  an te s  o  d es pu és  de  la  c ompe t en c ia ,  de  m od o  q ue  e l  

e s tá nd ar  y  an a l i t o  q ue  s e  u ne n  a  l os  a n t i c ue r pos  s e  p ued en  s epara r  

d e  man era  c on ven ie n te  d e l  es tá nd ar  y  an a l i t o  q ue  pe rma ne ce n  no  20 

u n id os .  

L os  en sa yos  d e  empa red ad o  in vo luc r an  e l  u so  d e  dos  

a n t i c ue r pos ,  c ad a  u no  c ap a z  d e  un i r s e  a  un a  po r c i ón  inm un og én ica  

d i f e re n te ,  o  e p í t o po ,  de  l a  p r o te ín a  a  de t ec t a r s e .  En  un  en sa yo  de  

em par ed ad o ,  e l  ana l i t o  d e  mu es t r a  de  p r ue ba  se  un e  po r  u n  p r im er  25 
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a n t i c ue r po  q u e  s e  inm o v i l i za  e n  u n  s op or te  só l id o ,  y  des pu és  un  

s eg un do  a n t i cu e rpo  s e  un e  a l  an a l i t o ,  de  es t a  man era  f o rmand o  un  

c omp le j o  de  t r e s  p a r tes  in so lu b le .  Ve r ,  po r  e j emp lo ,  p a te n te  de  

E .U . A .  No .  4 ,37 6 ,11 0 .  E l  seg u nd o  a n t i c ue r po  s e  p ue de  mar ca r  po r  s í  

m ismo s  us an do  u n  a n t i c ue r po  a n t i - i nmu nog lo bu l in a  q ue  se  m arca  c on  5 

u na  po rc i ón  d e tec t ab le  (en sa yo  de  empar ed ad o  i nd i r ec t o ) .  Po r  

e j emp lo ,  u n  t i p o  de  e nsa yo  de  emp ar eda do  es  u n  e nsayo  EL I SA,  en  

c u yo  ca so  l a  p o rc ión  de t ec t ab le  es  una  en z im a .  

Pa r a  inmu no h is toq u ím ica ,  l a  m ue s t ra  d e  t e j i do ,  t a l  como una  

mu es t r a  d e  t um or ,  p ue de  se r  f r es ca  o  c ong e lad a  o  se  pue de  i nc rus ta r  10 

e n  pa r a f ina  y  s e  f i j a  co n  u n  c on ser vad or  t a l  com o fo rma l in a ,  po r  

e j emp lo .  

L os  a n t i cu e rp os  t am b ié n  s e  pu ede n  us a r  pa r a  en sa yos  

d i ag nó s t i co s  de  t umor  in  v i vo .  Po r  l o  g e ner a l ,  e l  a n t i c ue rpo  s e  marca  

c on  u n  rad ion úc l ido  ( t a l  c omo,  1 1 1 I n ,  9 9 T c ,  1 4 C,  1 3 1 I ,  1 2 5 I ,  3 H,  3 2 P o  15 

3 5 S)  de  m od o  q ue  se  p ue de  lo ca l i za r  e l  t um or  u san do  

i nm un osc in t iog ra f ía .  

Un  a n t i cu e rp o  de  la  p r es en t e  in ve nc ió n  se  p ue de  p r o vee r  e n  un  

eq u ipo ,  un a  comb ina c ió n  emp ac ada  de  r ea c t i vo s  en  ca n t i da des  

p red e te rm ina das  c on  i ns t r ucc i on es  pa r a  re a l i za r  e l  e ns ayo  20 

d i ag nó s t i co .  En  do nd e  e l  an t i c ue r po  se  m arca  co n  un a  e n z ima ,  e l  

eq u ipo  i nc l u i r á  sus t ra t os  y  c o f ac to r es  r eq uer i dos  p o r  l a  e n z im a  (po r  

e j emp lo ,  un  p r ecu rso r  de  s us t ra t o  q ue  p r o vee  e l  c r omof o ro  o  

f l u o ro f o ro  de t ec t ab le ) .  Ademá s ,  o t r os  a d i t i vos  s e  p ue de n  i nc lu i r  t a les  

c omo e s ta b i l i za do r es ,  r eg u la do r es  (p o r  e j emp lo ,  u n  reg u lado r  de  25 
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b loq ue  o  reg u la do r  d e  l i s i s )  y  s im i la re s .  L as  c an t i dad es  re l a t i va s  d e  

l o s  va r i os  r eac t i vos  se  p ue de  va r ia r  am p l iame n te  pa r a  p ro veer  pa ra  

c on ce n t rac i on es  en  so luc ió n  de  l os  r eac t i vos  q ue  sus t an c ia lmen te  

o p t im i za n  la  se ns ib i l i da d  d e l  e nsa yo .  En  pa r t i cu la r ,  l os  r eac t i vos  se  

p ue de n  p ro vee r  como  p o l vo s  s ec os ,  us ua lme n te  l i o f i l i zados ,  5 

i n c lu yen do  e xc ip ien t es  q ue  en  d is o luc i ón  p ro ve erá n  u na  s o luc i ón  de  

r eac t i vo  t e n ie nd o  la  co nc en t r ac ió n  a p r op ia da .  

 L a  in ve nc ió n  p r o ve e  a dem ás  f o rmu la c io nes  f a rma cé u t i c as  q ue  

c ompr en de n  u no  o  má s  a n t i cu e rp os  d e  la  i n ve nc ión  p a r a  p ro pó s i t os  

t e r ap éu t i cos .  En  u na  m od a l i da d ,  l a  i n ve nc ió n  p r o ve e  a n t i c ue r pos  10 

a n t i -T NF pa ra  e l  t r a t am ie n to  de  en f e rme da de s  med iad as  c on  T NF.  

E l  t é rm ino  “ f o rmu lac ió n  f a rmacé u t i c a ”  s e  r e f ie re  a  

p rep ara c io nes  q ue  es t án  e n  t a l  f o rma  p a ra  a s í  pe rm i t i r  l a  ac t i v i dad  

b i o lóg ica  d e l  an t i cu e rp o  p a ra  se r  i neq u ívo c ame n te  e f ec t i va ,  y  q ue  

c on t i en en  n i ng ún  c omp on en t e  a d i c i o na l  q u e  s ean  tó x i c os  a  l os  15 

s u je t os  a  l os  cu a les  se  adm in i s t r a r ía  l a  f o rmu lac ió n .  L os  e xc i p i en tes  

“ f a rmac éu t i c ame n te  ac ep t ab les ”  ( veh íc u los ,  a d i t i vo s )  s on  aq ue l los  

q ue  ra zon ab leme n te  se  pu ed en  a dm in is t r a r  a  u n  s u je t o  mam íf e ro  

p a ra  p ro ve er  u na  do s is  e f ec t i va  d e l  i ng red ien t e  a c t i vo  emp lea do .  

Un a  f o rmu la c i ón  “e s ta b le ”  es  u na  en  d on de  e l  an t i c ue rpo  a h í  20 

r e t i en e  e n  es en c ia  s u  es t ab i l i d ad  f í s i c a  y /o  es t ab i l i d ad  q u ím ica  y /o  

a c t i v id ad  b i o lóg i ca  a l  a lma ce nar .  Va r i as  t éc n i ca s  an a l í t i ca s  pa ra  

me d i r  l a  e s ta b i l i dad  de  p ro t e ín a  es t án  d is po n ib le s  en  l a  t é cn ic a  y  son  

r e v is ad as  e n  Pep t i d e  a nd  Pro t e in  Dr ug  De l i v e ry ,  2 47 -3 01 ,  V in cen t  

L ee  Ed . ,  Ma rc e l  Dek k e r ,  I n c . ,  Nu eva  York ,  N . Y . ,  Pub s .  ( 19 91)  y  25 
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J on es ,  A . ,  Ad v .  Dru g  De l i v e ry  Rev .  10 :  2 9 -9 0  (1 99 3) ,  po r  e j emp lo .  Se  

p ue de  me d i r  l a  es ta b i l i d ad  a  un a  t emp era t u ra  se l ecc i on ad a  po r  un  

p e r io do  d e  t i em po  se le cc io na do .  P r e f e r i b lem en te ,  l a  f o rmu lac ió n  es  

e s ta b le  a  t em per a tu r a  amb ie n te  (a p ro x ima dame nte  30ºC )  o  a  40ºC 

d u ra n te  a l  men os  1  me s  y /o  e s tab le  a  a p ro x im ad ame nte  2 -8 ºC 5 

d u ra n te  a l  men os  1  añ o  po r  a l  men os  2  a ño s .  Ad emás ,  l a  f o rmu lac ión  

e s  p re f e r ib l emen t e  es t ab le  de sp ués  d e  co ng e la r  ( a ,  po r  e j emp lo ,  -

7 0 º C)  y  d es co ng e la r  l a  f o rmu lac ió n .  

Un  a n t i c ue r po  “ re t ie ne  su  e s ta b i l i da d  f ís i c a ”  e n  u na  f o rmu lac ión  

f a rmac éu t i c a  s i  n o  m ues t r a  s ig nos  de  ag reg a c ión ,  p r ec i p i t ac ió n  y /o  10 

d es na t u ra c i ón  s ob re  e xam in ac ión  v i s ua l  d e  co lo r  y / o  c l a r i d ad ,  o  como 

s e  m ide  po r  d i sp e rs i ón  de  lu z  UV o  p o r  c r omat og ra f ía  d e  e xc lu s ión  

d e  t am añ o .  

Un  an t i c ue r po  “ re t i en e  s u  es t ab i l i d ad  q u ím ic a ”  en  una  

f o rmu la c i ón  f a rmac éu t i c a ,  s i  l a  es tab i l i da d  q u ím ic a  e n  u n  mome nto  15 

d ad o  es  t a l  q ue  l a  p ro te ín a  es  c ons ide rad a  c omo q ue  t od a v ía  re t iene  

s u  ac t i v id ad  b io l óg i ca  com o s e  d e f in e  m ás  ad e lan t e .  L a  es t ab i l i dad  

q u ím ica  se  p ue de  e va lua r  a l  de t ec t a r  y  c ua n t i f i c a r  f o rmas  

q u ím icam en t e  a l t e ra da s  de  l a  p r o te ín a .  L a  a l t e ra c ión  qu ím ica  pu ede  

i n vo luc ra r  mo d i f i ca c ió n  de  t am añ o  ( po r  e j emp lo ,  r e co r te )  q ue  se  20 

p ue de  e va lua r  u san do  c r omat og ra f ía  d e  e xc l us ió n  de  t am añ o ,  SDS-

PAG E y / o  i on i zac i ó n  d e  d es o rc ió n  d e  lá se r  as is t i da  co n  ma t r i z /  

e sp ec t r omet r ía  d e  m asa  d e  t i em po  d e  vu e lo  ( MAL DI /TOF  MS) ,  po r  

e j emp lo .  O t ros  t i po s  d e  a l t e r ac ió n  q u ím ica  i nc lu ye n  a l t e ra c ió n  de  

c a rg a  (po r  e j emp lo ,  oc u r r ie nd o  com o u n  res u l t a do  d e  des am id ac ión )  25 
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q ue  se  p ue de  e va lu a r  po r  c rom atog ra f ía  d e  in t e r cam b io  d e  i one s ,  p o r  

e j emp lo .  

Un  an t i c ue r po  “ r e t i en e  s u  ac t i v id ad  b io l óg ic a ”  en  un a  

f o rmu la c i ón  f a rmacé u t i c a ,  s i  l a  ac t i v id ad  b io lóg ic a  de l  a n t i c ue r po  e n  

u n  mome nto  d ad o  e s tá  d en t r o  de  a p ro x ima dame nte  1 0% (d en t ro  de  5 

l o s  e r ro r es  de l  e nsa yo)  de  la  a c t i v i d ad  b io lóg ic a  e xh ib ida  a l  momento  

q ue  se  p r ep aró  la  f o rmu lac i ón  c omo s e  de t e rm in a  en  u n  e ns a yo  de  

u n ió n  a  a n t íg en o ,  po r  e j emp lo .  O t r os  en sa yos  d e  “a c t i v id ad  b i o l óg ica ”  

p a ra  an t i cu e rp os  se  e la bo r an  en  l a  p re se n te  m ás  a de lan te .  

Po r  “ i s o tó n ic o ”  s e  q u ie r e  dec i r  q u e  la  f o rmu lac ió n  d e  in te rés  10 

t i e ne  e n  e sen c ia  la  m i sma p r es i ón  o smót i ca  c omo l a  s ang re  humana .  

L as  f o rmu la c io nes  i s o tó n i ca s  en  g en era l  t en d rá n  u na  p re s ión  

o smót i c a  de  a l r e de dor  d e  25 0  a  35 0  mOsm.  Se  p ue de  me d i r  l a  

i s o to n ic id ad  u sa nd o  u n  osmóm et ro  d e  t i po  p r es i ón  a  vapor  o  

c ong e lac ió n ,  p o r  e j em p lo .  15 

Un  “p o l io l ”  es  u na  su s ta nc ia  c on  mú l t i p l es  g rupo s  h id ro x i l o ,  e  

i n c lu ye  a zú ca r es  (a zú ca r es  r ed uc to r as  y  no  r ed uc t o ras ) ,  a l co ho les  de  

a zú ca r  y  ác i do s  de  a zúc a r .  L os  p o l io l es  p re f e r id os  e n  la  p re sen te  

t i e ne n  un  pes o  mo le cu la r  q ue  es  me no s  de  ap r o x ima dame nte  600  k D 

( po r  e j em p lo ,  en  e l  r ang o  d e  a l r ed edo r  d e  12 0  a  a p ro x ima dam ente  20 

4 00  k D) .  Un  “a zú ca r  r e duc t o ra ”  es  u na  q u e  c on t i en e  un  g rupo  

h em ia ce ta l  q u e  p ue de  r ed uc i r  i on es  de  me t a l  o  r e ac c iona r  

c o va len t eme n te  con  l i s in a  y  o t ro s  g ru po s  am ino  en  p ro t e ín as  y  u n  

“ a zú ca r  no  r ed uc t o r a ”  es  u na  q u e  n o  t i e ne  es t as  p ro p ied ad es  de  un  

a zú ca r  r ed uc to ra .  E jemp los  de  a zúc a re s  re du c to r as  s on  f r uc t osa ,  25 
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ma no sa ,  ma l t os a ,  l a c tos a ,  a r ab inos a ,  x i l o sa ,  r i bosa ,  r amn osa ,  

g a la c tos a  y  g lu cos a .  Azúc are s  no  r edu c to r as  inc l u yen  s ac a rosa ,  

t r e ha los a ,  s o rb osa ,  me le z i t osa  y  r a f i n os a .  Ma n i t o l ,  x i l i t o l ,  e r i t r i t o l ,  

t r e i t o l ,  so r b i t o l  y  g l i ce r o l  son  e j emp lo s  de  a lco ho les  de  a zúca r .  En  

c ua n to  a  ác id os  d e  a zúc a r ,  es t os  inc l u yen  L -g luc on a to  y  sa les  5 

me t á l i ca s  de  los  m i sm os .  En  don de  se  d es ee  q ue  la  f o rmu lac ió n  sea  

e s ta b le  a  c ong e lac i ón - de sco ng e lac i ón ,  e l  p o l io l  p re f e r i b l eme n te  es  

u no  q ue  n o  se  c r i s t a l i za  a  t emp era t u ra s  de  c ong e la c ió n  ( po r  e j em p lo ,  

- 20 º C)  de  m od o  qu e  de ses t ab i l i za  e l  an t i c ue r po  e n  la  f o rmu la c ión .  

Azú car es  n o  red uc to r as  inc l u yen ,  p e r o  no  se  l im i t an  a ,  sa ca r osa  y  10 

t r e ha los a .  

Com o s e  u sa  en  l a  p r es en t e ,  “ r eg u la do r ”  se  re f ie re  a  una  

s o lu c i ón  reg u la da  q ue  re s i s te  cam b io s  en  p H p o r  la  ac c ió n  d e  sus  

c omp on en t es  c on jug a do s  d e  ác i do - bas e .  E l  r eg u lad o r  d e  es ta  

i n ve nc ió n  t i en e  u n  p H en  e l  r ang o  d e  a l r e de dor  d e  4 .5  a  15 

a p ro x ima dame nte  7 .0 ;  p r e f e r i b l eme n te  d e  a l r e de do r  d e  4 .8  a  

a p ro x ima dame nte  6 .5 .  E j emp los  de  reg u la do r es  q ue  co n t r o l a rá n  e l  pH 

e n  e s te  r ang o  inc l u ye  ac e ta t o  (p o r  e j emp lo ,  ac e ta to  de  so d io ) ,  

s ucc i na t o  ( t a l  como  s ucc ina t o  d e  s od io ) ,  g lu co na t o ,  h i s t i d i na ,  c i t r a to  

y  o t ro s  reg u la do re s  d e  ác i do  o rg án i co .  En  do nd e  se  de se e  una  20 

f o rmu la c i ón  e s ta b le  a  c ong e lac ió n -de sc ong e la c ió n ,  e l  r eg u lad o r  es  

p re f e r i b lem en te  no  f os f a to .  

En  un  se n t id o  f a rma co lóg ic o ,  e n  e l  co n te x t o  d e  la  p r ese n te  

i n ve nc ió n ,  un a  “ can t i da d  t e ra pé u t i came n te  e f ec t i va ”  de  un  a n t i c ue r po  

s e  re f ie r e  a  u na  ca n t id ad  e f ec t i va  en  l a  p re ve nc ió n  o  t r a tam ie n to  de  25 
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u n  t r as to rno  p a ra  e l  t r a t am ien t o  d e l  c ua l  e l  a n t i c ue r po  es  e f ec t i vo .  

Un a  “e n f e rmeda d / t r a s to r no ”  es  cu a lq u ie r  co nd ic i ón  q u e  se  

b en e f i c ia r ía  d e l  t r a t am ie n to  c on  e l  an t i c ue r po .  Es t o  i nc l u ye  

t r a s to r no s  o  en f e rme da de s  c r ón ic as  y  ag u das  inc l u yen do  aq u e l las  

c on d ic io ne s  p a to l óg i ca s  q ue  p r ed is pon en  a l  m am íf e r o  a l  t r as t o rn o  en  5 

c ue s t i ón .  

Un  “ co nser va dor ”  e s  u n  c omp ue s to  q ue  se  pu ed e  in c lu i r  en  la  

f o rmu la c i ón  p a ra  re du c i r  e n  es enc ia  l a  a cc ió n  ba c te r ia na  a h í ,  a s í  

f ac i l i t an do  l a  p rod uc c ión  d e  un a  f o rmu la c i ón  d e  mu l t i - us o ,  po r  

e j emp lo .  E j emp lo s  d e  c on ser vad ore s  p o te nc ia l es  i nc lu yen  c lo r u ro  de  10 

am on io  de  oc t ad ec i l d im e t i l be nc i l o ,  c l o r u ro  d e  he xameto n io ,  c lo r u ro  

d e  be n za lco n io  (u na  me zc la  d e  c lo r u ro s  de  a lq u i lb en c i l d ime t i l am on io  

e n  do nd e  lo s  g rup os  a lq u i lo  so n  com pu es t os  de  ca de na  la rg a ) ,  y  

c l o ru r o  d e  b enc e to n io .  O t r os  t i p os  de  co nser va dor es  inc l u yen  

a l co ho les  a romát i co s  t a l es  como  f eno l ,  bu t i l o  y  a l co ho l  be nc í l i co ,  15 

a lq u i l pa r ab eno s  t a l es  como  met i l -  o  p r op i lp a ra ben o ,  c a te co l ,  

r eso r c in o l ,  c i c lo hexa n o l ,  3 - pe n ta no l  y  m- c re so l .  E l  co ns e r vad or  más  

p re f e r i do  en  l a  p r es en t e  e s  a lc oh o l  be nc í l i c o .  

L a  p r es en t e  i nve n c ión  t amb ién  p r o vee  comp os i c i ones  

f a rmac éu t i c as  q u e  c ompr en de n  u no  o  m ás  an t i c ue r po s ,  j u n to  c on  a l  20 

me no s  un  p o r ta do r  o  e xc i p i en t e  f i s i o l óg i came n te  ac ep t ab le .  Las  

c omp os ic i on es  f a rma cé u t i ca s  pu ed en  com pre nd er ,  po r  e j em p lo ,  u no  o  

má s  de  ag u a ,  r egu lad o re s  (po r  e j emp lo ,  so lu c ió n  sa l i n a  reg u lada  

n eu t r a l  o  so l uc ió n  s a l in a  reg u lad a  de  f os f a to ) ,  e ta no l ,  ace i t e  m ine r a l ,  

a ce i t e  veg e ta l ,  d ime t i l su l f ó x id o ,  ca r boh id ra t os  ( po r  e j emp lo ,  g l uc osa ,  25 
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ma no sa ,  s ac a ros a  o  d e x t r an os ) ,  ma n i t o l ,  p r o te ín a s ,  a d yu van tes ,  

p o l ip ép t id os  o  am in oá c ido s  t a le s  c omo g l i c i na ,  a n t io x i da n tes ,  

ag e n te s  q u e lan t es  t a l es  com o EDT A  o  g l u ta t io na  y /o  c on ser va dores .  

Com o s e  s eñ a ló  an t es ,  o t ro s  ing re d ie n te s  a c t i vo s  p ued en  (p e ro  no  

n ec es i t a n )  se r  i n c lu i dos  e n  l as  com po s i c io nes  f a rmac éu t i cas  5 

p ro v i s tas  en  l a  p r es en t e .  

Un  po r t ad o r  e s  un a  s us t anc ia  q ue  s e  p ue de  as oc ia r  c on  un  

a n t i c ue r po  a n tes  de  la  a dm in is t r ac ió n  a  u n  pac ien t e ,  a  me nu do  p a ra  

e l  p r op ós i t o  d e  c on t r o la r  l a  es tab i l i da d  o  b i od is po n ib i l i d ad  d e l  

c omp ues t o .  L os  p o r ta do r es  p a ra  usa r se  d en t r o  d e  d ichas  10 

f o rmu la c i on es  p o r  l o  g en era l  so n  b ioc omp a t i b le s ,  y  t amb ién  p ue den  

s e r  b io deg ra da b le s .  L os  p o r ta do r es  inc l u yen ,  p o r  e j em p lo ,  m o léc u las  

mo no va le n te s  o  mu l t i va le n te s  t a le s  c omo a lbúm ina  d e  s ue ro  (po r  

e j emp lo ,  h uma no  o  bo v ino ) ,  a l búm in a  d e  hu e vo ,  p ép t i dos ,  po l i l i s in a  y  

p o l i s acá r i do s  t a l es  com o am inod e x t ra no  y  po l iam idoam ina s .  Los  15 

p o r ta do r es  t am b ién  i nc l u ye n  ma te r i a les  d e  so por t e  só l ido  t a l es  c omo 

c ue n ta s  y  m i c ro par t í c u las  q u e  com pren de n ,  p o r  e j em p lo ,  p o l ig l i c o l a to  

d e  p o l iac e ta t o ,  p o l i ( l a c t i da - co -g l i có l i do ) ,  po l i ac r i l a t o ,  l á t e x ,  a lm idón ,  

c e lu l osa  o  d e x t r ano .  Un  p o r ta do r  p ued e  p o r ta r  l os  c ompu es t o  e n  u na  

va r ie da d  d e  man era s ,  i nc l u yen do  un ión  co va le n te  ( ya  sea  20 

d i r ec t amen t e  o  v ía  u n  g rupo  en la za do r ) ,  i n t e r acc i ón  n o  c o va len te  o  

me zc la .  

Se  pu ed en  f o rmu la r  c omp os ic i on es  f a rmacé u t i cas  pa ra  

c ua lq u ie r  ma ner a  ap r op iad a  d e  adm in is t r a c ió n ,  i n c l u ye ndo ,  po r  

e j emp lo ,  a dm in is t r ac ió n  ocu la r ,  i n t r an as a l ,  ó t i ca ,  su b l i ng ua l ,  25 
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t ra ns dérm ic a ,  t ó p ic a ,  o r a l ,  nas a l ,  re c ta l  o  pa r en t e ra l .  En  c ie r t as  

mo da l i da des ,  se  p re f ie r en  com po s ic i on es  en  un a  f o rma  a dec uada  

p a ra  us o  o ra l .  D i c ha s  f o rmas  in c lu ye n ,  po r  e j emp lo ,  p í l do ras ,  

t a b le t as ,  t r oc i scos ,  p as t i l l a s ,  sus pe ns ion es  ac uo sas  u  o le os as ,  

p o l vos  o  g rán u lo s  q ue  se  p ue de n  d isp e rs a r ,  emu l s i ón ,  cá ps u las  du r as  5 

o  b la nda s ,  o  j a r abes  o  e l í x i r e s .  T oda v ía  de n t ro  d e  o t ra s  mo da l i da des ,  

l a s  com po s ic io ne s  p ro v i s tas  en  l a  p r es en t e  s e  pu ed en  f o rmu la r  como 

u n  l i o f i l i za to .  E l  té rm ino  pa r en t e ra l  c omo s e  u sa  en  la  p re se n te  

i n c lu ye  in ye cc ió n  s ub cu t án ea ,  i n t r adé rm ica ,  i n t r a va sc u la r  ( po r  

e j emp lo ,  i n t r a ven os a) ,  i n t r am usc u la r ,  es p in a l ,  i n t r ac r ane a l ,  i n t r a t ec a l  10 

e  i n t r a pe r i t on ea l ,  a s í  c omo cu a lq u ie r  i n ye cc ió n  o  t éc n ica  d e  in f us ión  

s im i la r .  

En  c i e r t as  m od a l i da de s ,  u n  an t i cu e rpo  de  l a  i n venc ión  se  pu ede  

a dm in is t r a r  d i r ec tam en t e  a l  o j o  p o r  i n ye cc ió n  a l  t e j i d o  oc u la r  t a l  

c omo i n yecc ione s  pe r io cu la res ,  co n jun t i va le s ,  “ su b te non” ,  15 

i n t r ac amer a les ,  i n t r a v i t r e a les ,  i n t r aoc u la r es ,  s ub r e t i na l es ,  

s ub co n jun t i va le s ,  r e t r ob u lb a re s  o  in t r aca na l i c u la r es ;  po r  a p l i ca c ión  

d i r ec t a  a l  o j o  us and o  u n  ca t é te r  u  o t r o  d i s pos i t i vo  d e  co loc ac ió n  t a l  

c omo u na  b o la  p eq ue ña  r e t i na l ,  i n se r t o  in t r ao cu la r ,  sup os i t o r io  o  un  

imp lan t e  q ue  com pr end e  u n  ma te r i a l  p o ro so ,  no  p o ro so  o  g e la t i noso  20 

p o r  g o tas  ocu la res  t ó p ic as  o  u ng üe n to s ;  o  po r  un  d i sp os i t i vo  de  

l i b e ra c i ón  le n ta  en  e l  c u l - d e -sa c  o  imp lan t ad o  ad ya ce n te  a  l a  es c le ra  

( t r ane sc le ra l )  o  en  l a  esc l e ra  ( in t r a es c le r a l )  o  de n t ro  de l  o j o .  La  

i n ye cc ió n  i n t r a came ra l  p ue de  s e r  a  t ra vé s  de  la  c ó rn ea  e n  la  c ámara  

a n te r i o r  pa r a  p e rm i t i r  a l  ag en t e  a lc an za r  l a  ma l l a  t r abe cu la r .  La  25 
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in ye cc ió n  in t r aca na l i cu la r  pu ed e  e s ta r  en  l os  c an a les  co le c to res  

ve n os os  d r en an do  c an a l  d e  Sch lemm o  en  e l  c an a l  de  Sch lemm.  

Par a  adm in is t r ac i ón  o f t á lm i ca ,  u n  a n t i c ue r po  d e  la  i n venc ión  se  

p ue de  c omb ina r  co n  co ns er vado res  o f t l amo lóg ic ame n te  ac ep t ab les ,  

s o -s o l ve n te s ,  ag en t es  t ens ioa c t i vo s ,  p o te nc ia do r es  de  v i sc os idad ,  5 

p o te nc iad o res  d e  pe ne t r ac i ón ,  r eg u lad o re s ,  c l o ru r o  de  so d io ,  o  ag ua  

p a ra  f o rmar  un a  su sp en s ión  o  s o lu c ió n  ac uo sa ,  es t é r i l  u  o f t á lm ica .  

Se  p ue de n  empa ca r  p ro duc t os  o f t á lm ic os  t óp i cos ,  p o r  e j em p lo ,  en  

f o rma  de  mu l t i do s is .  De  es t a  ma ner a ,  se  p ued en  r eq uer i r  

c on se r vad ore s  p a ra  p r e ve n i r  c on t amin ac ión  m ic r ob iana  du r an t e  e l  10 

u so .  L os  co nse r va dor es  a dec ua do s  i nc lu ye n :  c lo r ob u ta no l ,  

me t i l pa r ab eno ,  p r op i l pa r ab en o ,  a l c oho l  f en i l e t í l i co ,  ed e ta t o  d i só d ico ,  

á c id o  s ó rb i co ,  p o l i c ua t e rn i o -1 ,  u  o t ros  ag e n te s  c on oc ido s  a  aq ue l lo s  

c on oc id os  en  l a  t écn i ca .  D ic hos  c on ser va dor es  t íp i c ame n te  se  

em p le an  a  u n  n i ve l  de  0 .0 01  a  1 . 0% p / v .  La s  c ompo s ic ion es  de  do s is  15 

u n i t a r i a  de  la  p r ese n te  in ve nc ió n  se rá n  es t é r i l es ,  p e ro  t íp i c ame n te  no  

c on ser vad as .  Po r  lo  t an t o ,  d i c has  comp os ic i on es  p o r  l o  g e ner a l  no  

c on t en drá n  c ons erva d ore s .  

En  c ie r t as  m od a l id ad es ,  l as  com pos i c i on es  de s t in ad as  pa ra  

a dm in is t r a r s e  t ó p icam en t e  a l  o j o  se  f o rmu la n  c omo g o t as  p a ra  o j os  o  20 

u ng üe n to s  p a ra  o j o s ,  e n  d on de  l a  ca n t id ad  t o ta l  de  an t i cu e rp o  se rá  

d e  a l r e de dor  de  0 .0 01  a  1 . 0% (p / p ) .  P re f e r ib lem en t e ,  l a  ca n t i da d  de  

a n t i c ue r po  T NF α  es  de  a l r e de dor  de  0 .0 1  a  ap r o x ima dam ent e  1 .0% 

( p /p ) .  
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Se  adm in is t r a rá n  c omp os ic i on es  d e  la  i n ve nc ión  e n  c ie r t as  

c i r cu ns ta nc ias  c omo so luc io ne s  pa ra  adm in is t r ac i ón  t óp i ca .  En  

g en era l  se  p re f i e re n  s o lu c i on es  ac uo sa s ,  co n  b as e  e n  f ac i l i dad  de  

f o rmu la c i ón ,  a s í  com o un a  h ab i l i d ad  d e l  pac ien t e  de  adm in is t r a r  con  

f ac i l i da d  d ich as  c omp os ic i on es  po r  me d io  d e  i ns ta l a r  una  a  d os  g o tas  5 

d e  l as  s o lu c ion es  e n  los  o j os  a f ec t ad os .  S in  emb arg o ,  l as  

c omp os ic i on es  t amb ién  p ue de n  se r  su sp en s ion es ,  g e les  v i s co sos  o  

s em i - v i sc os os ,  u  o t r os  t i p os  d e  com po s ic io ne s  só l id as  o  sem i -

s ó l id as .  

L as  com po s i c io nes  d es t in ad as  pa ra  u so  o ra l  se  p ue den  10 

p rep ara r  de  c on f o rm id ad  c on  c ua lq u ie r  mé t od o  co noc ido  e n  la  t é cn ica  

p a ra  la  f ab r i c ac ió n  de  c omp os ic io ne s  f a rma céu t i ca s  y  pu eden  

c on t en er  un o  o  má s  ag en t es ,  t a les  c omo ag e n tes  e du l co r an t es ,  

ag e n te s  s ab or i za n te s ,  ag e n te  co lo ra n te ,  y  ag en te s  c on se r va dores  a  

f i n  d e  p r o veer  p r ep ara c io nes  a t r ac t i va s  y  ap e tec i b les .  La s  t a b le tas  15 

c on t i en en  e l  i ng r ed ie n te  ac t i vo  e n  me zc la  co n  e xc i p ien tes  

f i s i o l óg i came n te  ac ep t ab les  q ue  so n  ad ec ua do s  pa r a  la  f ab r i c ac ión  

d e  t a b le t as .  D i cho s  e xc ip i en te s  i nc l u ye n ,  po r  e j emp lo ,  d i l u yen t es  

i n e r t e s  ( po r  e j emp lo ,  ca r bo na to  d e  ca lc i o ,  c a rb on a to  d e  so d io ,  

l a c tos a ,  f os f a to  de  ca lc i o  o  f os f a to  de  s od io ) ,  ag e n te s  g ran u la n te s  y  20 

d es in teg ra n tes  (po r  e j emp lo ,  a lm idó n  d e  ma íz  o  ác i d o  a lg ín i co ) ,  

ag e n te s  d e  u n ión  (p o r  e j emp lo ,  a lm idó n ,  g e la t i na  o  ac ac ia )  y  ag e n tes  

l u b r i c an t es  (p o r  e j em p lo ,  es te a ra t o  de  m ag ne s io ,  á c id o  e s te á r i co  o  

t a l co ) .  L as  t a b le t as  pue de n  se r  no  re ve s t i da s  o  se  pue de n  re ves t i r  

p o r  t éc n i ca s  c on oc ida s  p a ra  r e t ra sa r  l a  d es in teg rac i ón  y  ab so rc ión  25 
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e n  e l  t r ac t o  g as t ro in t es t i na l  y  po r  t an to  p ro ve en  un a  ac c ió n  s os t en ida  

s ob r e  un  pe r i od o  de  t i emp o  má s  l a rg o .  Po r  e j emp lo ,  s e  p uede  

em p le a r  un  ma te r ia l  d e  r e t ra so  de  t i em po  ta l  com o m on oe s te a ra t o  de  

g l i ce r i l o  o  d i es te a ra t o  e  g l i ce r i l o .  

T amb ién  se  p ue den  p r es en t a r  f o rmu la c io nes  p a ra  u so  o r a l  como 5 

c áp su la s  de  g e la t in a  d u ra  e n  do nd e  e l  i ng re d ie n te  ac t i vo  se  me zc la  

c on  u n  d i l u ye n te  s ó l id o  i ne r t e  (po r  e j emp lo ,  c a rb on a to  de  c a l c io ,  

f os f a to  d e  c a lc io  o  ca o l ín ) ,  o  c omo c áp su la s  d e  g e la t in a  b l an da  en  

d on de  e l  i ng re d ie n te  ac t i vo  se  me zc la  co n  ag u a  o  un  med io  de  ace i t e  

( po r  e j emp lo ,  a ce i t e  d e  c aca hu a te ,  pa r a f in a  l íq u i da  o  a ce i t e  d e  10 

o l i va ) .  L as  s usp ens ion es  a cu osa s  con t i en en  e l  an t i c ue rp o  e n  me zc la  

c on  e xc ip i en t es  ad ec ua do s  pa r a  l a  f ab r i ca c i ón  d e  su sp en s iones  

a cu os as .  D ic ho s  e xc i p i en t es  i nc l u ye n  ag en t es  de  s us pe ns ió n  (po r  

e j emp lo ,  ca r box im e t i l ce lu l os a  d e  s od io ,  me t i l c e lu losa ,  

h i d ro x i p r op i lme t i l ce l u lo sa ,  a lg i na t o  d e  so d io ,  p o l i v i n i l p i r r o l i d ona ,  15 

g oma d e  t r ag ac an to  y  g oma d e  aca c ia ) ;  y  ag e n tes  d e  d i sp e rs ió n  y  

h ume c ta n tes  ( po r  e j emp lo ,  f os f a t i da s  q ue  o cu r r en  de  ma ner a  n a tu ra l  

t a l  com o le c i t i na ,  p ro du c tos  d e  co nd en sa c ión  d e  u n  ó x id o  de  

a lq u i l en o  c on  ác i do s  g ras os  t a l  como  es t ea r a to  d e  p o l io x i e t i l eno ,  

p rod uc t os  de  c ond en sa c ión  d e  ó x id o  de  e t i l e no  con  a lc oh o les  20 

a l i f á t i co s  d e  c ade na  l a rg a  t a l  como he p ta de ca e t i l en o -o x i e t an o l ,  

p rod uc t os  de  co nde ns ac ió n  de  ó x id o  d e  e t i l en o  c on  és t e r es  p a rc i a les  

d e r i vad os  d e  ác i do s  g raso s  y  u n  he x i t o l  t a l  c omo mo no o le a to  de  

s o rb i t o l  d e  p o l io x ie t i l en o ,  o  p ro du c tos  de  co nd en sa c ión  de  ó x id o  de  

e t i l en o  co n  és t e r es  p a rc ia l es  d e r i vad os  d e  á c i dos  g ra sos  y  25 
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a nh íd r id os  d e  he x i t o l  t a l  c omo mo noo lea t o  de  s o rb i t á n  de  

p o l ie t i l e no ) .  La s  su sp en s ion es  ac uosa s  t am b ién  pu ed en  c ompr en der  

u no  o  más  co ns er va dor es ,  p o r  e j em p lo ,  p -h id r o x i be n zo a to  de  e t i l o  o  

n -p r op i lo ,  u no  o  más  ag e n te s  co lo ra n te s ,  un o  o  más  ag e n tes  

s ab or i zan te s ,  y  u no  o  más  ag e n te s  ed u lco r an t es ,  t a le s  como 5 

s ac a ros a  o  s ac a r in a .  Se  pu ed en  f o rmu la r  j a ra be s  o  e l í x i r es  c on  

ag e n te s  ed u lc o ra n te s ,  t a le s  com o g l i c e ro l ,  p r op i l eng l i co l ,  s o rb i t o l  o  

s ac a ros a .  D ic has  f o rmu la c i on es  t amb ién  p ue den  c ompr end er  uno  o  

má s  emo l i en t es ,  co ns e r vad ores ,  ag en t es  s ab or i zan t es  y / o  ag en tes  

c o lo r an t es .  10 

Se  p ue de n  f o rmu la r  su sp ens ion es  o l eo sas  a l  su sp end er  los  

i ng re d ie n tes  a c t i vo s  en  u n  a ce i t e  veg e t a l  ( po r  e j em p lo ,  a ce i t e  de  

c ac ah ua t e ,  ac e i t e  d e  o l i va ,  ac e i t e  d e  a j on jo l í  o  ac e i t e  de  coc o )  o  en  

u n  ac e i t e  m ine ra l  t a l  com o pa r a f in a  l íq u i da .  L as  s us pe ns iones  

o l eo sas  p ue de n  co n te ner  u n  ag en te  e sp esa n te  t a l  com o c e ra  de  15 

a be j a ,  pa r a f in a  d u r a  o  a l co ho l  ce t í l i c o .  Ag en t es  e du lco ran t es ,  t a les  

c omo aq ue l l os  es ta b le c ido s  an te s ,  y / o  ag en t es  sab or i zan t es  se  

p ue de n  ag reg ar  p a ra  p r o ve er  p rep ara c io nes  o r a les  ap e tec i b les .  

D i ch as  s us pe ns io ne s  s e  pu ed en  con ser va r  po r  l a  ad i c i ón  d e  un  

a n t io x i da n te  t a l  c omo ác id o  a sc ó rb ic o .  20 

Po l vos  y  g rá nu lo s  q ue  se  p ue de n  d isp e rs a r  a dec ua do s  p a ra  la  

p rep ara c ió n  d e  un a  sus pe ns ión  acu os a  po r  l a  ad ic ió n  de  ag ua  

p ro vee n  e l  i ng red ie n te  ac t i vo  en  me zc la  c on  un  ag e n te  d e  d isp e rs i ón  

o  hume c ta n te ,  ag en t e  d e  sus pe ns ió n  y  u no  o  má s  co ns er vad ores .  Los  

ag e n te s  d e  d i sp e rs i ón  o  h ume c ta n te s  a de cu ad os  y  ag en tes  de  25 
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s us pe ns ió n  so n  e j em p l i f i ca do s  po r  aq ue l l os  ya  men c ion ad os  an tes .  

Exc ip ie n tes  ad ic io na les ,  p o r  e j emp lo ,  ag en t es  e du l co r an tes ,  

s ab or i zan te s  y  c o lo r an te s ,  t am b ién  pue de n  e s ta r  p re se n te s .  

L as  comp os ic i on es  f a rmac éu t i c as  t amb ién  pu ed en  e s ta r  en  la  

f o rma  de  emu l s io ne s  de  ac e i t e - en - agu a .  La  f ase  o le os a  pu ed e  se r  un  5 

a ce i t e  veg e t a l  ( po r  e j em p lo ,  a ce i t e  de  o l i va  o  a ce i t e  de  ca ca hu a te ) ,  

u n  ac e i t e  m in e ra l  ( po r  e j emp lo ,  p a ra f in a  l íq u id a ) ,  o  u na  me zc la  de  

l o s  m i smos .  Lo s  ag en t es  emu ls o re s  a de cu ad os  in c lu yen  g om as  q ue  

o cu r r en  d e  man era  n a tu r a l  ( po r  e j em p lo ,  g oma ac ac ia  y  g oma 

t rag a ca n to ) ,  f os f a t id as  q ue  ocu r r en  de  ma ner a  n a tu r a l  ( p o r  e j em p lo ,  10 

s o ya ,  l e c i t i na ,  y  é s te r es  o  és te r es  pa r c i a le s  d e r i vado s  de  ác id os  

g ras os  y  h e x i t o l ) ,  a nh íd r id os  (p o r  e j emp lo ,  mon oo lea t o  d e  s o rb i t á n ) ,  

y  p r od uc to s  de  co nd en sa c ión  d e  és t e re s  pa rc i a les  d e r i vad os  de  

á c id os  g ras os  y  h e x i t o l  co n  ó x id o  d e  e t i l e no  (p o r  e j emp lo ,  

mo no o le a to  de  so r b i t án  de  p o l i o x i e t i l e no ) .  Una  emu ls i ón  t amb ién  15 

p ue de  com pre nd er  u no  o  má s  ag en t es  e du l co r an t es  y / o  sa bor i za n tes .  

L as  c ompo s ic io ne s  f a rma cé u t i ca s  s e  p ue de n  p re par a r  com o una  

s us pe ns ió n  a cu osa  o  empa lag os a  in ye c ta b le  es té r i l  e n  do nde  e l  

mo du lad or ,  de pe nd ien do  d e l  ve h ícu lo  y  c on cen t r ac i ón  usa dos ,  se  

s us pe nd e  o  d isu e lve  en  e l  veh íc u lo .  D ic ha  c omp os ic ió n  se  p ue de  20 

f o rmu la r  de  co n f orm id ad  co n  la  t écn i ca  co noc ida  us an do  ag e n tes  

d i sp e rs an te s ,  hume c ta n te s  y / o  de  sus pe ns ió n  ad ec ua dos  t a l es  como 

aq u e l lo s  menc iona do s  an t es .  En t re  lo s  ve h íc u los  y  so l ve n tes  

a ce p ta b les  q ue  s e  pu ed en  emp le a r  so n  ag ua ,  1 , 3 -b u ta no d io l ,  

s o lu c i ón  d e  R ing er  y  so lu c ió n  de  c lo ru ro  de  s od io  i s o tó n i c a .  Ad emás ,  25 
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s e  pu ed en  em p le a r  ac e i t e s  f i j o s  es té r i l e s  como u n  so l ven t e  o  med io  

d e  s us pe ns ió n .  Pa ra  e s te  p ro pó s i t o ,  se  pu ed e  em p le a r  c ua lq u ie r  

a ce i t e  f i j o  i ns íp i do ,  i nc l u yen do  m on o-  o  d ig l i cé r i dos  s in t é t i cos .  

Ad emás ,  se  pu ed en  us a r  ác id os  g ra so s  t a l  com o ác ido  o l e i c o  e n  la  

p rep ara c ió n  de  comp os ic i on es  in yec ta b le s ,  y  a d yu va n tes  t a l es  c omo 5 

a ne s té s i co s  l oc a le s ,  c ons e r vad ore s  y / o  ag e n tes  r eg u la do res  se  

p ue de n  d i so l ve r  e n  e l  ve h ícu lo .  

 Se  p ue de n  f o rmu la r  com pos i c i one s  f a rmac éu t i cas  com o 

f o rmu la c i on es  de  l i b e ra c ió n  so s te n ida  (es  de c i r ,  u na  f o rmu lac ió n  t a l  

c omo un a  c áps u la  q u e  a f ec ta  un a  l i b e ra c i ón  l en t a  de  mod u la dor  10 

d es pu és  de  la  adm in is t r ac i ón ) .  D icha s  f o rmu lac i on es  e n  g en era l  se  

p ue de n  p re par a r  us an do  t e cn o log ía  b i en  c on oc id a  y  se  a dm in is t r an ,  

p o r  e j emp lo ,  p o r  imp lan t ac ió n  o ra l ,  r ec ta l  o  s ub cu tá ne a ,  o  po r  

imp lan t ac ió n  en  e l  s i t i o  d ia na  d es ead o .  Lo s  po r t ad o re s  p a ra  us a rse  

d en t r o  de  d ich as  f o rmu la c ion es  so n  b i oc omp a t i b le s ,  y  t amb ién  15 

p ue de n  se r  b io deg ra da b le s ;  p r e f e r i b leme n te  la  f o rmu lac ió n  p ro ve e  un  

n i ve l  r e la t i vame n te  c on s ta n te  de  l i be ra c ió n  mo du la dor a .  La  ca n t i dad  

d e  u n  a n t i cu e rp o  co n te n id o  d en t r o  de  u na  f o rmu la c ión  de  l i be r ac ión  

s os t en id a  de pe nde  d e ,  p o r  e j emp lo ,  e l  s i t i o  de  imp lan t ac ió n ,  l a  

ve l o c i da d  y  du r ac ió n  es per ad a  de  l i b e ra c ió n  y  la  n a tu r a l e za  de  la  20 

e n f e rmed ad / t r as t o rn o  a  t r a ta r se  o  p r eve n i r se .  

L os  a n t i c ue r pos  an t i -T NF α  p ro v i s tos  e n  l a  p re se n te  s e  p ueden  

a dm in is t r a r  e n  u na  c an t i da d  q ue  log ra  u na  co nce n t ra c ió n  e n  u n  f l u ido  

c o rp o ra l  ( po r  e j emp lo ,  s ang re ,  p l asma,  su e ro ,  CSF,  f l u i d o  s i no v ia l ,  

l i n f a ,  f l u id o  in t e r s t i c i a l  ce l u la r ,  l ág r ima s  u  o r in a )  q ue  e s  s u f i c ie n te  25 
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p ara  u n i r  d e  man era  d e tec t ab le  a  T NF y  p r e ven i r  o  i nh i b i r  

e n f e rmed ad es / t r as to rno s  me d ia do s  co n  T NF.  Una  d os is  es  

c on s ide rad a  c omo e f ec t i va  s i  r es u l t a  en  un  be ne f i c i o  d i s ce r n i b le  a l  

p ac i en t e  c omo  se  de sc r ib e  en  la  p res en t e .  Las  d os i s  s i s t ém icas  

p re f e r i da s  va r ía n  de  a l r ede dor  d e  0 . 1  mg  a  ap r o x ima dame nte  140  mg  5 

p o r  k i l og ramo d e  p es o  c o rp o ra l  p o r  d ía  (d e  a l r ed ed or  de  0 .5  mg  a  

a p ro x ima dame nte  7  g  p o r  p ac ie n te  po r  d ía ) ,  co n  do s is  o ra le s  p o r  l o  

g en era l  s i en do  d e  a p ro x im ad ame nte  5 - 20  vec es  más  q ue  l as  do s is  

i n t r a ven osa s .  La  ca n t id ad  d e  a n t i cu e r po  q ue  s e  pu ed e  c omb ina r  con  

l o s  ma te r i a l es  p o r ta do r es  p a ra  p rodu c i r  un a  f o rma  d e  d os i f i ca c ión  10 

ú n ic a  va r ia r á  dep en d ie nd o  de l  h ué sp ed  t r a t ad o  y  e l  mo do  de  

a dm in is t r ac i ón  p a r t i c u la r .  L as  f o rmas  u n i t a r i as  d e  dos i f i c ac i ón  en  

g en era l  co n te ndr án  en t r e  a l r ed ed or  de  1  mg  a  a p ro x im ad ame nte  500  

mg  de  un  i ng red ie n te  ac t i vo .  

En  c ie r t as  mod a l i d ad es ,  com pos i c i o ne s  f a rmac éu t i ca s  se  15 

p ue de n  em pac ar  pa ra  t r a t a r  c on d i c ion es  r es po ns i vas  a  u n  a n t i c ue r po  

d i r i g id o  a  T NF.  L as  com pos i c i on es  f a rma cé u t i ca s  em paca da s  p ue den  

i n c lu i r  un  c on t en ed or  q u e  ma n t i en e  u na  ca n t id ad  e f ec t i va  d e  p o r  l o  

me no s  un  a n t i cue rpo  t a l  c omo se  d es c r i be  e n  l a  p re se n te  e  

i n s t ru cc io ne s  (p o r  e j emp lo ,  mar ca )  i nd ic an do  q u e  l a  comp os ic ión  20 

c on t en ida  se  deb e  usa r  p a ra  t r a t a r  un a  e n f e rme da d / t r a s to r no  

r esp on s i vo  a  u n  a n t i c ue r po  d esp ués  d e  l a  adm in is t r a c ió n  en  e l  

p ac i en t e .  

L os  a n t i cu e rp os  de  la  p re se n te  i n ven c ió n  t am b ié n  s e  p ueden  

mo d i f i ca r  q u ím ic ame n te .  Los  g ru pos  mo d i f i c ado res  p r e f e r id os  son  25 



 95

p o l ímer os ,  po r  e j emp lo ,  u n  po l ímer o  de  p o l i a lq ue no ,  po l i a lq ue n i l eno  

o  p o l io x i a lq u i l en o  de  ca de na  re c ta  o  ram i f i c ada  op c io na lme n te  

s us t i t u i do  o  u n  p o l i s ac á r i do  r am i f i ca do  o  n o  ram i f i c ad o .  D icho  g rupo  

e f ec t o r  pu ed e  aume n ta r  l a  v id a  me d ia  d e l  an t i c ue rpo  i n  v i vo .  

E j emp los  pa r t i cu l a re s  d e  po l ím er os  s in t é t i cos  i nc l u ye n  5 

p o l i ( e t i l e ng l i c o l )  (PEG) ,  p o l i ( p ro p i leng l i c o l ) ,  a l co ho l  po l i v i n í l i co )  de  

c ad en a  r ec ta  o  r am i f i ca da  o pc io na lme n te  su s t i t u id o  o  de r i vad os  de  

l o s  m ismo s .  L os  p o l ímer os  pa r t i c u la res  q ue  ocu r re n  de  m anera  

n a tu r a l  i n c l u yen  l ac t os a ,  am i lo sa ,  dex t r án ,  g l i cóg e no  o  d e r i vad os  de  

l o s  m ism os .  E l  t ama ño  d e l  po l íme ro  se  p ue de  va r ia r  s egú n  se  d esee ,  10 

p e ro  e n  g e ner a l  es t a rá  e n  u n  r ang o  d e  pe so  m o lec u la r  p rom ed io  d e  

5 00 Da a  5 00 00 Da.  Pa r a  ap l i c ac ió n  lo ca l  en  d on de  e l  c ue r po  es tá  

d i se ña do  p a ra  p en e t ra r  t e j i do ,  u n  pe so  mo le cu la r  p re f e r i do  de l  

p o l ímer o  es  a l r ed ed or  d e  50 00 Da.  La  mo lé cu la  de  p o l íme ro  se  puede  

f i j a r  a l  a n t i cu e rp o ,  p o r  e j emp lo ,  a l  e x t rem o d e  t e rm ina l  C  de  una  15 

c ad en a  pe sa da  d e  f r ag men to  F ab  v ía  u n  pé p t ido  de  g o zne  

c o va len t eme n te  en la zad o  c omo se  de sc r ib e  en  W O0 19 45 85 .  Con  

r esp ec t o  a  la  f i j ac i ón  d e  p o rc i on es  de  PEG,  se  ha ce  r e f e ren c ia  a  

“ Po l y ( e th y l e neg l yco l )  Ch emis t r y ,  B io t ec hn o log i ca l  a nd  B iom ed ic a l  

Ap p l i ca t i ons ” ,  1 99 2 ,  J .  M i l t on  Har r i s  ( e d ) ,  P l en um Pre ss ,  Nue va  York  20 

y  “ B io co n jug a t io n  P ro t e i n  Co up l ing  T ec hn iq u es  f o r  t he  B iomed i ca l  

Sc ie nc es ” ,  1 99 8 ,  M.  As lam y  A .  De n t ,  G ro ve  Pu b l i sh e rs ,  Nu e va  York .  

De spu és  d e  la  p r ep ara c ió n  de l  an t i cu e rp o  de  in te r és  com o se  

d es c r ib ió  a n te s ,  s e  p re par a  l a  f o rmu lac ió n  f a rma céu t i ca  q ue  lo  

c ompr en de .  E l  an t i cu e rp o  a  f o rmu la rs e  n o  se  ha  s omet id o  a  25 
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l i o f i l i zac ió n  p r e v ia  y  l a  f o rmu lac ió n  de  i n te r és  e n  la  p r es en t e  es  una  

f o rmu la c i ón  acu osa .  P re f e r ib l emen t e ,  e l  a n t i cu e rp o  e n  la  f o rmu la c ión  

e s  u n  f r ag men to  d e  a n t i c ue r po ,  t a l  c omo un  scF v .  L a  c an t i dad  

t e r ap éu t i came n te  e f ec t i va  de  an t i cue rpo  p r es en t e  e n  la  f o rmu lac ión  

s e  d e te rm in a  a l  c on s ide r a r  l o s  vo lúm ene s  y  mo do( s )  de  5 

a dm in is t r ac i ón  d e  d os i s  de se ad a ,  p o r  e j emp lo .  De  a l r ed ed or  d e  0 .1  

mg /m l  a  ap r o x ima dam ent e  50  mg /m l ,  p re f e r i b lem en te  d e  a l r e de dor  de  

0 . 5  mg /m l  a  ap ro x ima dame nte  2 5  mg /m l  y  mu y p re f e r i b le  de  

a l r ed ed or  d e  2  mg /m l  a  ap r o x ima dam ent e  1 0  mg /m l  es  una  

c on ce n t rac i ón  de  an t i cu e rp o  e j em p la r  e n  la  f o rmu la c ió n .  10 

Se  p re par a  u na  f o rmu la c ió n  acu os a  q ue  com pre nd e  e l  

a n t i c ue r po  en  un a  s o lu c i ón  reg u la da  c on  p H c omo s e  des c r ib ió  a n tes .  

L a  c onc en t r ac i ón  r eg u lad o ra  pu ed e  s e r  d e  a l r e de dor  d e  1  m M a  

a p ro x ima dame nte  5 0  m M,  p r e f e r i b l eme n te  d e  a l r e de dor  d e  5  mM a  

a p ro x ima dame nte  3 0  m M,  de pe nd iend o ,  po r  e j em p lo ,  de l  r eg u lado r  y  15 

l a  i so to n ic i dad  de se ad a  d e  la  f o rmu lac i ón .  

Un  p o l i o l ,  q ue  ac t úa  c omo u n  t on i f i c an t e  y  pu ed e  es t ab i l i za r  a l  

a n t i c ue r po ,  s e  inc lu ye  en  la  f o rmu lac i ó n .  En  mo da l id ade s  p r e f e r i das ,  

l a  f o rmu lac ió n  no  c on t i en e  u na  ca n t id ad  t o n i f i ca n te  de  un a  s a l  t a l  

c omo c l o ru ro  de  so d io ,  ya  q u e  e s to  p ue de  ca us ar  q ue  e l  an t i cu e rpo  20 

s e  p r ec ip i t e  y /o  p ue de  r esu l t a r  e n  o x i da c ió n  a  p H b a jo .  En  

mo da l i da des  p re f e r i d as ,  e l  p o l io l  e s  un  a zúca r  no  re du c to ra ,  t a l  como 

s ac a ros a  o  t r eh a los a .  E l  po l io l  se  ag reg a  a  l a  f o rmu la c ió n  en  una  

c an t i da d  q ue  pu ede  va r ia r  c on  r esp ec t o  a  la  i so t on i c i dad  des ea da  de  

l a  f o rmu lac i ón .  P re f e r ib l eme n te ,  l a  f o rmu la c i ón  a cuo sa  es  i so t ón ica ,  25 
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e n  c u yo  ca so  con ce n t ra c io nes  ad ec ua da s  d e l  p o l i o l  e n  la  f o rmu lac ión  

e s tá n  e n  e l  r ang o  d e  a l r ed ed or  d e  1% a  ap r o x im adam ent e  1 5% p / v ,  

p re f e r i b lem en te  e n  e l  r a ng o  d e  a l r ede dor  d e  2% a  a p rox im ad amente  

1 0% p / v ,  po r  e j emp lo .  S in  emb arg o ,  t am b ié n  p ue de n  s e r  ad ec uadas  

l a s  f o rmu lac i on es  h i pe r t ón i cas  o  h ipo t ón i cas .  L a  c an t id ad  d e  p o l io l  5 

ag reg a do  t amb ién  p ue de  a l t e r a r s e  c on  res pe c to  a l  p es o  mo lec u la r  de l  

p o l io l .  Po r  e j emp lo ,  se  p ue de  ag reg ar  un a  c an t id ad  m en or  de  

mo no sac ár id o  (po r  e j em p lo ,  man i t o l ) ,  e n  com par ac ió n  co n  un  

d i sa cá r id o  ( t a l  como t r eh a lo sa ) .  

T amb ién  se  p ued e  ag reg ar  un  ag e n te  t e ns ioac t i vo  a  la  10 

f o rmu la c i ón  de  a n t i c ue r po .  Ag e n te s  t en s io ac t i vos  e j emp la res  

i n c lu yen  ag e n te s  te ns ioac t i vos  no  i ón i co s  t a l es  c omo p o l i s o rb a tos  

( po r  e j emp lo ,  po l i so rba t os  20 ,  80 ,  e t c . )  o  p o lo xámer os  ( po r  e j emp lo ,  

p o lo xáme ro  1 88) .  T íp i c amen t e ,  l a  ca n t id ad  de  ag e n te  t e ns io ac t i vo  

ag reg a do  es  t a l  q ue  re du ce  la  ag reg ac ión  d e l  a n t i cu e rpo  15 

f o rmu la do / de r i vad o  de  a n t i cu e rp o  y /o  m in im i za  la  f o rmac ión  de  

p a r t í c u las  e n  la  f o rmu lac ió n  y /o  r ed uce  la  ad so r c ión .  Po r  e j em p lo ,  e l  

ag e n te  t e ns ioac t i vo  pu ed e  es ta r  p res en t e  en  la  f o rmu la c ió n  en  una  

c an t i da d  d e  a l r ed ed or  de  0 . 00 1% a  ap r o x ima dame nte  0 .5%,  

p re f e r i b lem en te  d e  a l r ed ed or  d e  0 . 005%  a  ap r o x ima dame nte  0 .2%  y  20 

mu y  p r e f e r ib l e  d e  a l r e de dor  de  0 .0 1% a  ap r o x ima dam ent e  0 . 1%.  

En  un a  mo da l id ad ,  u na  f o rmu la c ió n  c on t i en e  lo s  ag en tes  

i d en t i f i c ad os  a n tes  (es  d ec i r ,  a n t i cu e r po ,  r eg u la do r ,  p o l i o l  y  ag en te  

t e ns ioac t i vo )  y  en  es en c ia  es t á  l i b re  d e  un o  o  m ás  co ns er vad ores ,  

t a l es  c omo a lc oh o l  be nc í l i c o ,  f en o l ,  m -c r es o l ,  c l o ro bu ta no l  y  C l  de  25 
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b en ce t on io .  En  o t ra  mo da l id ad ,  s e  pue de  in c l u i r  un  co nse r va dor  e n  la  

f o rmu la c i ón ,  e n  p a r t i c u la r  e n  don de  la  f o rmu lac ió n  es  u na  

f o rmu la c i ón  de  m u l t i d os is .  La  co ncen t r ac i ón  de  co nser vad or  p ue de  

e s ta r  en  e l  r a ng o  d e  a l r ed ed or  de  0 .1% a  a p ro x im ad ame nte  2%,  muy 

p re f e r i b le  de  a l r ede dor  d e  0 . 5% a  a p r o x ima dame nte  1%.  Un o  o  más  5 

p o r ta do r es ,  e xc ip i en t es  o  e s tab i l i zad o re s  f a rma cé u t i cam en te  

a ce p ta b les  t a l es  com o aq ue l lo s  d esc r i t os  en  Ph armac eu t i c a l  

Sc ie nc es  de  Rem ing to n ,  21 ª  ed ic i ón ,  O so l ,  A .  Ed .  ( 20 06 )  s e  pu eden  

i n c lu i r  en  la  f o rmu lac i ón  s iem pre  y  cu an do  n o  a f ec tan  de  man era  

a d ve rs a  l as  ca r ac te r ís t i ca s  de se ad as  d e  l a  f o rmu la c ió n .  Po r ta do res ,  10 

e xc i p i en t es  o  es t ab i l i zad o re s  ac ep t ab les  s on  no  t ó x ic os  a  e xc i p ien tes  

e n  la s  d os i f i c ac io ne s  y  co nc en t r ac i on es  emp le ad as  e  inc l u yen :  

ag e n te s  reg u la do re s  ad ic i on a les ;  co -so l ve n tes ;  a n t iox i d a n tes  q ue  

i n c lu yen  ác i do  asc ó rb i co  y  me t io n ina ;  ag e n tes  q ue la n te s  t a l  como 

EDT A;  c omp le j os  d e  me ta l  ( p o r  e j emp lo ,  comp le j os  de  p ro t e ína  de  15 

Z n ) ;  p o l ím ero s  b i od eg rad ab les  t a l es  c omo p o l ié s te r es ;  y / o  

c on t r a io nes  f o rma do res  de  sa l  t a l  como so d io .  

L as  f o rmu lac io ne s  a  us a rs e  p a ra  adm in is t r ac i ón  i n  v i vo  d eben  

s e r  e s té r i l e s .  Es to  p ro n tame n te  se  log ra  p o r  f i l t r ac i ón  a  t r a vés  de  

mem bra na s  de  f i l t r a c ió n  es t é r i l es ,  a n te s  de ,  o  des pu és  d e ,  l a  20 

p rep ara c ió n  d e  l a  f o rmu la c i ón .  

L a  f o rmu lac i ón  e s  a dm in is t r ad a  a  u n  mam íf e ro  e n  n ece s idad  de  

t r a t am ie n to  c on  e l  an t i c ue r po ,  p re f e r ib l eme n te  u n  h uma no ,  de  

a cu erd o  c on  mé to do s  c on oc id os ,  t a l es  c omo adm in is t r a c ión  

i n t r a ven osa  c omo u na  b o la  o  p o r  i n f u s ió n  con t i nu a  so b r e  un  pe r iodo  25 
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d e  t i em po ,  po r  r u tas  i n t r amu sc u la r es ,  i n t r ap e r i t o ne a les ,  

i n t r ac e re b ro esp ina le s ,  su bc u tán ea s ,  i n t r a -a r t i cu l a res ,  i n t r a s in o v ia l es ,  

i n t r a te ca le s ,  o ra l es ,  t ó p ic as  o  in ha la c ió n ,  u  o t ra s  ru ta s  como se  

d es c r ib e  e n  l a  p res en t e .  En  c ie r t as  mo da l i da des ,  l a  f o rmu lac ió n  es  

a dm in is t r ad a  a l  mam íf e r o  p o r  adm in i s t r a c ió n  i n t r a ve nos a .  Pa ra  d icho  5 

p rop ós i t o ,  l a  f o rmu la c ió n  se  pu ed e  i nye c t a r  usa nd o  un a  j e r i ng a  o  v ía  

u na  l ín e a  IV ,  po r  e j em p lo .  

L a  do s i f i ca c i ón  ap r op iad a  ( “ ca n t id ad  t e r ap éu t i c amen te  

e f ec t i va ” )  d e l  a n t i c ue r po  de pe nd erá ,  p o r  e j emp lo ,  de  la  co nd ic i ón  a  

s e r  t r a t ada ,  l a  seve r id ad  y  c u rs o  de  l a  co nd ic i ón ,  ya  s ea  q ue  e l  10 

a n t i c ue r po  s e  a dm in i s t r a  pa r a  p ro pó s i t o s  p r e ven t i vos  o  t e rap éu t i cos ,  

t e r ap ia  p r e v ia ,  l a  h i s t o r i a  c l ín i c a  d e l  p ac ie n te  y  r e sp ue s ta  a l  

a n t i c ue r po ,  e l  t i p o  d e  an t i c ue r po  usad o ,  y  l a  d i s c rec i ón  d e l  mé d ico .  

E l  a n t i c ue r po  se  adm in is t r a  d e  m an era  a de cu ad a  pa r a  e l  pa c i en t e  en  

u na  s o la  oc as ió n  o  s ob r e  un a  s e r i e  d e  t r a t am ie n tos  y  s e  pu ede  15 

a dm in is t r a r  c omo e l  ún ic o  t r a t am ie n to  o  e n  co n ju n to  co n  o t ros  

f á rmac os  o  t e ra p ias  ú t i l es  pa r a  t r a t a r  l a  co nd ic i ón  en  c ues t i ón .  

Com o un a  p ro pos ic i ón  g en era l ,  l a  ca n t id ad  t e r ap éu t i cam en te  

e f ec t i va  d e l  an t i c ue rpo  adm in i s t r a do  e s ta r á  en  e l  r ang o  d e  a l r e dedor  

d e  0 . 1  a  ap r o x imad ame nte  10 0  mg /kg  de  pe so  co r po r a l  d e l  p ac ien te  20 

ya  s ea  po r  u na  o  más  adm in i s t r ac i on es ,  c on  e l  r ang o  t íp i c o  de  

a n t i c ue r po  us ado  s i e nd o  d e  a l r ed ed or  de  0 .3  a  a p ro x ima dam ent e  20  

mg /kg ,  más  p r e f e r i b l e  d e  a l r e de dor  d e  0 . 3  a  ap r o x ima dam ent e  15  

mg /kg ,  adm in is t r ado  d ia r i amen t e ,  p o r  e j emp lo .  S in  em ba rg o ,  pu eden  
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s er  ú t i l es  o t ro s  reg íme ne s  d e  dos i f i c ac ió n .  E l  p r og re so  d e  e s ta  

t e r ap ia  s e  mon i t o rea  co n  f ac i l i da d  p o r  t é cn ic as  co n ve nc ion a le s .  

En  c i e r t as  mo da l i d ad es ,  c omp os ic io ne s  f a rma cé u t i cas  q ue  

c ompr en de n  u n  a n t i c ue r po  an t i -T NF α  d e  la  i n ven c ión  se  adm in i s t r an  

a  un  pa c ie n te  q ue  s u f re  de  un  t r as to rn o  me d ia do  c on  T NF.  5 

En  o t r a  mod a l id ad  d e  l a  i n ven c ión ,  s e  p r o ve e  u n  a r t í c u lo  de  

f ab r i c ac ió n  q ue  c ompre nd e  u n  c on t en edo r  q ue  sos t i en e  la  

f o rmu la c i ón  f a rmac éu t i c a  ac uo sa  d e  l a  p re se n te  i n ve nc ión  y  

o pc ion a lmen t e  p rove e  ins t r uc c i on es  p a ra  s u  uso .  L os  c on t en ed ores  

a de cu ad os  i nc lu yen ,  p o r  e j emp lo ,  bo t e l l a s ,  f r asco s  y  j e r ing as .  E l  10 

c on t en ed or  pu ed e  e s ta r  f o rmad o  de  un a  va r i ed ad  d e  mate r i a le s  t a l es  

c omo v i d r io  o  p l ás t i c o .  Un  c on t en ed or  e j emp la r  e s  u n  f r as co  de  v i d r io  

d e  un  s o lo  us o  d e  3 -20  c c .  A l t e rn a t i vam en t e ,  pa r a  u na  f o rmu la c i ón  de  

mu l t i dos i s ,  e l  co n te ne dor  p ue de  se r  u n  f r asc o  de  v id r i o  de  3 - 100  cc .  

E l  c on t en dor  ma n t i e ne  la  f o rmu lac i ón  y  la  e t iq ue t a  en ,  o  as oc iado  15 

c on ,  e l  c on t en ed or  p ue de  ind i ca r  d i r ec c io nes  p a ra  usa r se .  E l  a r t í cu lo  

d e  f ab r i ca c i ón  a dem ás  p ue de  inc l u i r  o t r o s  ma te r ia l es  d es ea b les  

d es de  u n  pu n to  de  v i s t a  com erc ia l  y  d e l  usu a r io ,  i nc lu ye nd o  o t ros  

r eg u lad o re s ,  d i l u ye n te s ,  f i l t r os ,  ag u j as ,  j e r i ng as ,  e  ins e r t o s  de  

em paq u e  c on  in s t ru cc i one s  p a ra  us a rs e .  20 

L os  c on t en id os  de  c ua lq u ie r  pa te n te ,  s o l i c i t u d  de  p a te n te  y  

r e f e re nc ias  c i t a das  a  lo  la rg o  d e  la  e sp ec i f i c ac ió n  p o r  t an t o  se  

i n co r po r an  a  l a  p r es en t e  p o r  r e f e re nc ia  en  su s  t o ta l i da des .  
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A  men os  q u e  s e  r eq u ie ra  l o  c on t r a r i o  p o r  e l  co n te x to ,  l os  

t é rm ino s  ún i co s  usa do s  e n  la  p res en te  de ber án  i nc lu i r  p l u r a l i d ad es  y  

l o s  t é rm in os  en  p l u r a l  de ber án  i nc lu i r  e l  s ing u la r .  

 

EJ EMPLOS 5 

 

 L a  p re se n te  d esc r ip c ió n  se  i l us t ra  m ás  p o r  l o s  s ig u ie n te s  

e j emp los ,  l o s  cu a les  no  de be n  s e r  co ns ide r ad os  c omo l im i t a n te s .  Los  

c on t en idos  d e  t oda s  l as  f i g u r as  y  t od as  las  re f e re nc ias ,  p a te n tes  y  

s o l i c i t u de s  de  p a ten t e  pu b l i c ada s  c i t ad as  a  lo  la rg o  d e  es t a  so l i c i t ud  10 

s e  i nc o rp o ra n  e xp r esam en t e  a  l a  p r ese n te  p o r  r e f e ren c ia  e n  sus  

t o t a l i d ad es .  

A  l o  l a rg o  de  l os  e j em p los ,  l o s  s ig u ien t es  ma t e r ia l es  y  mé t odos  

s e  u sa r on  a  men os  q ue  se  m enc ion e  lo  co n t ra r i o .  

 15 

Mat e r ia l es  y  m é todo s  g en era les  

 

 En  g en era l ,  l a  p rá c t i ca  de  la  p r ese n te  in ve nc ió n  emp lea ,  a  

me no s  q ue  se  i nd iq u e  l o  con t r a r io ,  t éc n ica s  co n ve nc ion a les  de  

q u ím ica ,  b io l og ía  mo lecu la r ,  t e cno log ía  d e  ADN r ecom b inan te ,  20 

i nm un o log ía  ( en  es pe c ia l ,  po r  e j emp lo ,  t ec no log ía  d e  a n t i c ue r po ) ,  y  

t é cn ic as  e s tá nd ar  d e  p r ep arac ión  d e  p o l i pé p t id o .  Ve r ,  p o r  e j em p lo ,  

Samb rook ,  F r i t s ch  y  Ma n ia t i s ,  C lon ac ión  Mo lec u la r :  Co ld  Spr ing  

Har bo r  La bor a to r y  P re ss  ( 19 89) ;  Ant i bo dy  En g in eer in g  Pro t oc o ls  

( Met ho ds  i n  Mo lecu la r  B io lo gy ) ,  51 0 ,  Pa u l ,  S . ,  Huma na  Pr  ( 1996) ;  25 
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Ant ib od y  Eng in eer i n g :  A  Pr ac t i c a l  Ap pro ach  ( P ra c t i ca l  Ap pro ach  

Ser i es ,  16 9 ) ,  McCaf f e r t y ,  Ed . ,  I r l  P r  ( 1 99 6) ;  Ant i bo d ie s :  A  La bora to ry  

Ma nu a l ,  Ha r l o w y  o t ro s ,  C .S . H . L .  P res s ,  Pu b .  ( 19 99 ) ;  y  Cur ren t  

P ro t oco l s  in  Mo lecu la r  B io lo gy ,  ed s .  Aus ub e l  y  o t r os ,  Jo hn  W i le y  &  

So ns  (1 99 2) .  5 

 

Me d ic io ne s  d e  t e rmo es t ab i l i d ad  

 

 Se  ob t u v i e ro n  e spe c t ro s  d e  t r an s f o rma c ió n  I R  d e  Fo ur ie r  de  

r e f l e x i ón  t o t a l  a te nu ad a  (FT IR -AT R)  pa ra  va r ias  ca den as  in d i v id ua les  10 

y  m o léc u las  de  seg u im ie n to  u sa nd o  l a  cé lu l a  FT - IR  B io -AT R en  un  

T en sor  B ruk e r .  Las  m o léc u la s  se  con ce n t ra r on  ha s ta  3  mg /m l  y  se  

d i a l i za r on  du r an t e  la  n oc he  a  4 ºC  c on t r a  PBS,  pH 6 .5  y  e l  f l u j o  

r eg u lad o r  f ue  r ec o le c tad o  como  e n  b la nco .  L os  pe r f i l es  de  

d es na t u ra c i ón  f ue ro n  ob t en idos  a l  t e rmo  re t a r  l as  m o léc u la s  c on  un  15 

r ang o  amp l io  de  t em per a tu r as  en  pa so s  d e  5 º C  ( 25  a  9 5ºC) .  Se  

r ea l i za ro n  t od as  la s  man ipu la c io nes  d e  esp ec t r o  us an do  s o f tware  

OPUS.  E l  r eg u lado r  p r i nc ip a l  y  a n te ce de n te  a tmo s f é r i c o  t r ans i t o r io  

( CO 2  y  H 2 O)  se  sus t r a j e r on  d e l  es pec t r o  de  p ro te ín a .  E l  es pe c t ro  de  

p ro te ín a  r esu l t an t e  e n to nce s  se  c o r r ig i ó  de  l ín ea  b ase  y  s e  de t e rm inó  20 

e l  esp ec t r o  de  p ro t e ín a  am id a  I  a  p a r t i r  d e l  an ch o  de l  p i co  más  

am p l io  e n  la  r eg ió n  e sp era da .  Se  o b tu v i e r on  s eg un do s  es pec t ros  

d e r i vad os  de l  e spe c t ro  de  ba nd a  de  am id a  I  u sa nd o  un a  t e r c e ra  

f unc ión  po l in om ia l  de  t e r ce r  g ra do  c on  un a  f unc ió n  su a v i zan t e .  Se  

e s t imar on  c amb ios  en  es t ru c tu r a  d e  p ro t e ína  p o r  a ná l i s i s  de r i vado  25 
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s eg un do  d e  am ida  I  usa nd o  un a  cu r va  d e  ca l i b rac i ón  l i n ea l  p a ra  lo s  

c á lc u l os  de  cu r va  in i c ia le s  s up on ien do  0% de  d esn a tu r ac i ón  pa r a  las  

3  m ed ic i on es  men ore s  y  10 0% de  de sn a tu r ac ió n  p a ra  l as  3  

me d ic io ne s  ma yore s .  Se  us a ro n  l os  pe r f i l e s  de  d esn a tu r ac ión  a  

p un t os  med ios  ap ro x im ad os  de  l as  t r a ns ic io ne s  de  de sd ob lado  5 

t é rm icas  (T M)  p a ra  c ad a  va r ia n te  ap l i ca nd o  e l  mo de lo  s ig mo ida l  de  

Bo l t zm an n .  

 

Me d ic io ne s  d e  so lub i l i da d  

 10 

 L a  so lub i l i d ad  re la t i va  a  va r i as  mo léc u las  sc F v  s e  m id ió  

d es pu és  d e  la  ag reg a c ió n  de  p r o te ín a  po t en c ia do r a  y  p re c ip i t a c ión  

e n  p r es en c ia  d e  su l f a t o  d e  amo n io .  Se  ag reg ó  s u l f a to  de  amo n io  a  la  

p ro te ín a  e n  so luc i o ne s  ac uos as  p a r a  da r  i nc r eme n tos  d e  5% de  

s a tu r ac ió n  e n  la  me zc la  f i na l  d e  s a l -p ro te ín a .  La  p rec ip i t ac i ón  e n  e l  15 

r ang o  d in ám ico  se  d e te rm inó  emp í r i c ame n te  y  lo s  in t e r va los  de  

s a tu r ac ió n  re du c id os  en  e s te  ra ng o  a  2 .5% d e  sa t u ra c ió n  de  

i n t e r va los  e n  la  me zc la  f i na l .  Desp ué s  de  ad ic i ón  d e  su l f a to  de  

am on io ,  l as  mue s t ra s  s e  me zc la r on  con  cu ida do  y  s e  c en t r i f ug a ron  30  

m in u tos  a  6 00 0rpm.  L a  p r o te ín a  re s ta n te  en  s ob r en ad an t es  se  20 

r ecu per ó  p a ra  cada  po r ce n ta j e  de  su l f a to  de  amon io  d e  s a tu r ac ión .  

Se  de t e rm ina r on  cu r va s  d e  so lub i l i da d  a l  m ed i r  l a  co nc en t r ac ió n  de  

p ro te ín a  en  e l  s ob r en ad an t e  u sa nd o  Nan oDro pT M 1000  

e sp ec t r o f o tómet ro .  Se  n o rma l i za ro n  la s  med i c i on es  d e  p r o te ín a  

s o lu b le  r es t an t e  en  s ob r en ad an te s  y  se  us a ro n  p a ra  es t im ar  p un t os  25 



 104

me d io s  de  s o lub i l i d ad  re l a t i va  pa ra  c ad a  va r i an t e  a p l i c an do  e l  

mo de lo  s ig mo id a l  de  Bo l t zma nn .  

 

Pru eb a  d e  es t ab i l i da d  a  p la zo  c o r t o  

 5 

 Se  e xam inó  l a  p r o te ín a  de sp ué s  d e  do s  s ema nas  de  i ncu ba c ión  

a  4 0ºC pa r a  ag reg ad os  so lub le s  y  p rod uc t os  de  deg ra da c ió n .  Las  

p ro te ín a s  co n  u na  c onc en t r ac i ón  d e  1 0  mg /m l  se  d ia l i za ron  du r an te  

l a  n oc he  a  4 º C  c on t ra  PBS co n  un  r ang o  amp l io  d e  p Hs  (3 . 5 ,  4 .5 ,  5 . 5 ,  

6 . 5 ,  7 . 0 ,  7 .5  y  8 . 5 ) .  La  p ro te ín a  d e  co n t ro l  co n  la  m i sma 10 

c on ce n t rac i ón  e n  PBS reg u la do r  e s tá nd ar  ( p H 6 .5 )  s e  a lm ac enó  a  -

8 0º C du r an t e  e l  p e r io do  de  2  s ema nas .  La  d e te rm in ac ión  de  b andas  

d e  d eg rad ac ión  po r  SDS- PAGE s e  h i zo  a  t=0  y  t = 14d  pu n to s  de  

t i em po  y  lo s  ag rega do s  so lub les  f ue ro n  e va lu ad os  e n  la  SEC- HPLC.  

L a  d e te rm in ac ió n  de  ac t i v id ad  re s ta n te  des pu és  d e  2  sema na s  a  40ºC 15 

s e  h i zo  u sa nd o  B iac o re .  

 

EJ EMPLO 1  

 

Opt imi za c ió n  d e  an t icu er po  sc F v ant i - TNF αααα ,  34r FW1. 4 ,  p ar a  20 

r ed uc i r  agr eg ac i ón  

 

 E l  a n t i cu e rp o  34 rFW 1.4  mu es t r a  un a  p r op ens ión  pa ra  

ag reg a c ió n  de pe nd ie n te  de  p H e n  so lu c ió n .  E l  a n t i cu e rpo  578rFW 1.4  

( ve r  s o l i c i t ud  i n te rn ac ion a l  W O2009 15 57 24) ,  q u e  com pa r te  la  m isma 25 
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e s t ru c tu r a  como 3 4 rFW 1.4 ,  no  mue s t ra  u na  p rop en s ión  po r  

ag reg a c ió n .  Se  g e ner a ro n  m od e los  de  hom o log ía  pa r a  id en t i f i ca r  

r es id uo s  p o te nc ia le s  en  e l  34 r FW 1.4  q u e  se  po dr ía n  mo d i f i c a r  p a ra  

r edu c i r  s u  p ro pe ns ió n  d e  ag reg a c ió n  de  l a  s ig u ie n te  m ane ra .  

 Se  usa r on  sec uen c ia s  de  dom in io  va r ia b le  p a ra  co ns t r u i r  5 

mo de los  de  hom o log ía  d e l  a n t i cu e rp o  34 r FW 1.4  y  e l  an t i c ue rpo  

5 78r FW 1.4 .  Pa ra  ge ner a r  l os  mo de los ,  s e  usa r on  b úsq u ed as  a  b ase  

d e  a lg o r i tmo  BL AST  pa r a  i de n t i f i ca r  e s t ru c tu r as  d e  p lan t i l l a  pa r a  l as  

s ec ue nc ia s  d e  dom in io  va r i ab l e  de  c ad en a  l i g e r a  (VL )  y  c ade na  

p es ad a  ( VH)  p a ra  c ad a  an t i c ue r po  po r  s ep ara do .  BLO SUM8 0  (ma t r i z  10 

p a ra  m en os  a l i n eac ion es  d i ve rg en t es )  s e  us ó  como l a  ma t r i z  pa r a  l as  

a l i ne ac io ne s  d eb ido  a  la  a l t a  c on se r va c ió n  d e  reg ion es  d e  e s t ru c tu ra  

e n  an t i c ue r po s .  Las  p l an t i l l as  in d i v i du a le s  p a ra  c ad a  c ad en a  ( VL / VH)  

s e  s e lec c i on a ro n  q ue  m os t r a ro n  más  de  70% d e  id en t i da d  a  las  

s ec ue nc ia s  d e  b úsq ue da .  15 

 E l  p r og rama  MO DEL ER d e l  s o f t war e  D is co ve r y  S t ud io  ve r s ión  

2 . 5 .5  ( DS 2 . 5 .5 )  ( Ac ce l r ys ,  I nc . ,  San  D ieg o ,  CA)  se  u só  p a ra  g enera r  

mo de los  10 0  sc F v  c on  ba se  en  l as  p l an t i l l a s  d e  d om in io  va r iab le  

i d en t i f i c ad o .  La  a l i n ea c ión  de  las  s ec ue nc ia s  de  an t i c ue r po  de  

r e f e re nc ia  a  m od e la rse  co n  e s t ruc t u ra s  d e  p l an t i l l a  se  u sa r on  como 20 

d a to s  de  en t r ad a .  Se  p r ep ara r on  1 00  mo de lo s  q ue  co n t i e ne n  t od os  

l o s  á tomo s  d e  n o  h id r óg en o .  Se  s e lec c io na r on  l a s  me j o res  

e s t ru c tu r as  de  mo de lo  co n  bas e  en  u na  c a l i f i ca c i ón  d e  en erg ía  f í s i ca  

d e  PDF ( f un c ión  d e  de ns id ad  de  p r ob ab i l i da d ) .  L a  o r i en t ac i ón  r e la t i va  

d e  dom in io  VH y  VL  se  a j u s tó  pa r a  igu a la r  aq ue l l a  d e  la  es t ru c tu r a  d e  25 
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p lan t i l l a  de  d om in io  va r i ab le  co n  la  homo log ía  más  a l t a  a  am bas  

s ec ue nc ia s  mod e la da s  (VL  y  VH) .  Se  e l im in a ro n  co n f o rmac io nes  

a l t e rn as  e n  e l  mo de lo ,  se  ag reg aro n  t e rm in a les ,  y  s e  ag reg aron  

á t omo s  de  ca de na  la t e ra l  f a l t a n te s .  Se  ap l i c ó  c ampo  d e  f ue r za  

CHARMM a  lo s  mo de los  scF v  y  s e  s omet i e ro n  a  200 0  c i c l os  de  5 

m in im i zac ió n  d e  en erg ía  u sa nd o  un  g rad ien t e  RMS de  0 .0 1  y  e l  

“ bo r n ”  g en era l i zado  co n  vo lume n  mo le cu la r  (GBMV)  c omo m od e lo  de  

s o l ven te  im p l íc i t o .  

 Se  r ea l i za ro n  cá l cu l os  de  io n i za c ió n  d e  p r o te ín a  y  r es i d uo  pK  

p a ra  ca da  un o  d e  lo s  a n t i c ue r pos .  Se  h i c ie r on  l os  c á lcu lo s  u sa nd o  la  10 

imp lemen t ac i ón  de  p ro t oc o lo  i nc lu i do  e n  D isc o ve r y  S tu d io  ve rs ión  

2 . 5 .5  ( DS 2 .5 .5 ) ,  co n  b ase  en  la  t e o r ía  des a r ro l l ad a  po r  Bas h f o rd  y  

Kar p lus ,  19 91 .  L os  r es u l t ad os  de  i on iza c i ón  de  p ro t e ín a  y  cá l cu lo s  de  

r es id uo  p K  s e  comp ara r on  pa r a  l as  d os  mo lé cu las  e n  t é rm in os  de  

p K 1 / 2  d e  l as  c ad ena s  la te r a le s  y  c u r va s  d e  t i t u lac i ón  de  c ad a  res i duo  15 

t i t u l ab le ,  i n c lu yen do  Asp ,  G lu ,  A rg ,  Lys ,  H is ,  T yr ,  Cys ,  l o s  res iduos  

d e  t e rm ina l  N  y  t e rm in a l  C  de  l os  a n t i c ue r po s .  

 Se  a p l i có  c ampo  de  f ue r za  CHARMM a  los  mo de los  scF v  y  se  

p ro to na r on  a  p H 7 . 4 ,  cu r vas  d e  t i t u l ac i ón  y  p Ks  de  l os  re s i du os  

i n d i v id ua les  s e  ca lc u la r on  a  pa r t i r  de l  r a ng o  d e  p H 2  a  pH  1 4  us ando  20 

l o s  pa so s  de  p H d e  0 . 2 .  Dos  res i du os  de  L ys  co ns er vad os  e n  las  

p os i c i on es  4 7  y  50  e n  l a  ca de na  l i g e ra  d e l  an t i c ue r po  5 78rFW 1.4  

d i f i r i e ro n  en  com pa rac ión  c on  e l  L ys  e n  aq ue l la s  po s i c i on es  en  e l  

3 4 rFW 1.4  ( ve r  f i g u r a  1 ) .  

 25 
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I n t r od uc c ión  de  sus t i t uc io ne s  p r e fe r ida s  

 

 Se  us ó  e l  s o f t war e  D i sc o ve r y  S tu d io  pa ra  c on du c i r  s imu la c iones  

d i nám ic as  m o le cu la res  p a ra  p re de c i r  m u tac i on es  q u e  m e jo ra n  la  

a f i n id ad  de  in t e rac c ió n  e n t re  VL  y  VH,  as í  p re v i n ien do  q u e  lo s  5 

d om in ios  s e  s ep are n  y  f o rmand o  o l ig óm ero s  y  de  ag rega do s  d e  o rden  

má s  a l t o .  La  es tab i l i da d  de  l a  i n te r f ace  de  VL / VH de l  a n t i cu e rp o  

3 4 rFW 1.4  s e  e s t imó  c omo t é rm ino s  de  e nerg ía  com o e ne rg ía  l i b re  G .  

Un a  a da p ta c i ón  de  p ro to co lo  CHARMM ( t amb ié n  in c l u id o  e n  DS  2 .5 .5 )  

s e  us ó  p a ra  c a lcu la r  l a  d i f e ren c ia  d e  en erg ía  en t r e  e l  c omp le j o  de  10 

h e te r od ím ero  s cF v  e n te r o  y  l a  sum a d e  las  en e rg ías  d e  c ad a  un o  de  

l o s  d om in io s  va r iab l es  i nd i v i du a les .  L os  cá lc u lo s  s e  h ic i e ro n  e n  e l  

c on t e x t o  de  u n  mé t od o  de  s o l ven t e  im p l íc i t o  u san do  e l  Bo rn  

Ge ner a l i za do  c on  in t eg rac ió n  de  vo lume n  mo lec u la r  (GBMV) .  La s  

e nerg ía s  de  am bos  d om in ios  y  e l  c omp le j o  s e  ca lc u l a ro n ,  y  l a  sa l id a  15 

s e  de t e rm in ó  como la  d i f e re nc ia  e n  e nerg ía  en t r e  e l  c omp le j o  y  la  

s uma  d e  lo s  dom in ios  i nd i v i du a le s  de  a cu erd o  c on  e l  s ig u i en te  

c á lc u l o :  G  i n te r f ac e  =  G(a )  –  G ( b )  –  G (c ) ,  e n  do nde  G(a )  es  la  

e ne rg ía  de l  an t i c ue rpo ,  G ( b )  e s  la  e ne rg ía  de  l a  VL ,  y  G ( c )  es  la  

e ne rg ía  de  l a  VH.  20 

 Se  s e le cc io nó  a rg i n i na  ( R)  c omo un a  s us t i t u c ión  de  re s id uo  

p os ib le  p a ra  l a  l i s in a  ( K )  e n  l as  pos ic i on es  4 7  y  50 ,  ya  q ue  e l  va lo r  

d e  p Ka  d e  ca de na  l a te r a l  p a ra  R  (1 2 .5 )  es  m a yor  q u e  p Ka  de  K  

( 10 .5 ) .  Se  g en era ro n  mu ta n te s  K4 7R y  K5 0 R a l  r e emp la za r  K  p o r  R  

i n d i v id ua lm en t e  en  las  po s ic io ne s  r esp ec t i vas .  200 0  c i c los  de  25 
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m in im i zac ió n  de  en erg ía  se  r ea l i za ron  p a ra  r es i du os  10  Ang s t r oms  o  

má s  ce rc an o  a l  á re a  a l r e de dor  d e  la  mu t ac ió n  pa r a  pe rm i t i r  a  l as  

n ue va s  mo lécu las  de  m od e lo  ad ap ta rse  a l  c amb io .  E l  mo de lo  de  

s o l ven te  imp l íc i t o  p a ra  e s tas  ro nd as  d e  m in im i zac ión  de  e nerg ía  f ue  

GBMV.  G  d e l t a  p rome d io  p re d icho  pa r a  lo s  mu tan t es  f ue  - 94  5 

k ca l /mo l .  Po r  l o  t an to ,  l a  c on t r ib uc i ón  de  l as  mu t ac i ones  f ue  

e s t imad a  a  4  k ca l /mo l  en  c omp ara c ión  co n  e l  a n t i c ue r po  sc F v  a n t i -

T NF p a re n ta l .  

 

EJ EMPLO 2  10 

 

An á l i s i s  d e  es tab i l id ad  de l  an t i cu erp o  3 4r FW1. 4  o pt imiz ad o 

 

 Se  g e ner a ro n  e l  mu t an t e  K5 0R  y  m u ta n te  K47 R en  e l  an t i c ue rpo  

3 4 rFW 1.4  (q ue  se  d es c r ib e  en  la  s o l i c i t ud  in t e rn ac io na l  co - pe nd ien te  15 

No .  PCT / CH20 09 / 00 02 19 ,  p re se n ta da  e l  25  de  j un io  de  20 09 ,  l os  

c on t en idos  de  la  cu a l  se  in co r po r an  a  l a  p re se n te  p o r  r e f e re nc ia  en  

s u  t o ta l i da d ) .  O t ro  m u ta n te  d e  34 r FW 1.4  t en ien do  s us t i t u c io nes  

a d ic i on a les  pa r a  re du c i r  su  i nmu nog e n ic i da d  i n  v i v o  se  p re paró  de  

c on f o rm ida d  c on  los  mé t od os  des c r i t os  en  la  s o l i c i t u d  de  pa t en t e  de  20 

E .U . A .  No .  12 / 97 3 ,9 68 .  En  p a r t i c u la r ,  e l  t e r ce r  m u ta n te ,  d es ig nado  

3 4 rFW 1.4_ VL K5 0R_ DHP,  c on tu vo  un a  se r in a  ( S )  e n  l a  po s ic ió n  12  de  

c ad en a  pes ad a  ( num era c ió n  AHo) ,  un a  t r eo n in a  (T )  en  la  po s ic ión  

1 03  de  c ade na  pes ad a  (num era c ión  AHo) ,  y  un a  t r e on in a  (T )  en  la  

p os i c i ón  14 4  d e  c ad en a  p esa da  ( num era c ió n  AHo) .  Es tu d io s  de  25 
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e s ta b i l i da d  de  los  a n t i c ue r pos  3 4 rFW 1.4  o r ig e n  y  mu t an t es  se  

r ea l i za ro n  b a jo  c ond i c io nes  ac e le r adas  de  l a  s ig u ie n te  ma ner a .  

 E l  a n t i cu e rp o  34 rFW 1.4 ,  m u ta n te  34 r FW 1.4_ VL _ K5 0 R,  y  

3 4 rFW 1.4_ VL K5 0R_ DHP se  co nc en t r a r on  h as ta  2 0 ,  40  y  60  mg /mL en  

s o lu c i ón  sa l i na  r eg u la da  co n  f os f a to  (5 0  m M Na 2HPO4,  15 0  m M 5 

Na C l ,  p H 6 .5 )  f o rmu lac ió n  e  in cu ba da  2  sem an as  a  4 0ºC.  Los  

a n t i c ue r pos  3 4 rFW 1. 4  y  3 4 rFW 1.4_K47 R se  co nc en t r a ron  h as t a  2 0  y  

6 0  mg /mL e n  so luc i ó n  s a l i na  r eg u la da  c on  f os f a to  (5 0  mM Na2 HPO4,  

1 50  m M NaC l ,  pH 6 . 5 )  f o rmu lac i ón  e  i n cu ba da  2  s ema nas  a  40º C.  Se  

a na l i za r on  mu es t ras  an t es  y  d es pué s  d e  14  d ías  de  in cu ba c ió n  pa ra  10 

d eg rad ac ión  us an do  1 2 .5% de  e le c t ro f o res i s  d e  g e l  de  do de c i l su l f a to  

–  p o l i ac r i l am ida  de  so d io  ( SDS- PAG E)  ba j o  c on d i c io nes  r edu c to r as  y  

n o  re duc t o ra s .  Se  u só  c r omat og ra f ía  l íq u id a  de  a l t o  r e nd im ien to  de  

e xc l us ió n  de  t amañ o  ( SE-HPLC)  p a ra  d e te rm ina r  e l  co n te n id o  de  

mo nóm ero  y  ag reg a do s  so lub le s  de  la s  mue s t ras  an t es  y  d es pu és  de l  15 

p e r io do  d e  in cu ba c ió n .  Lo s  mo nóm eros  f ue ro n  r esu e l t o s  d e  es pec ies  

n o  mo nom ér ica s  en  un a  c o lumn a  TSKg e l  Su per  SW 20 00  (T OSO H 

B ios c ie nce )  y  e l  po rce n ta j e  de  p r o te ín a  mon omér i ca  s e  c a lc u l ó  como 

e l  á re a  de l  p i co  d e  mo nómer o  d i v i d ido  po r  e l  á re a  t o ta l  d e  t od os  los  

p i co s  d e  p ro du c to .  Lo s  r esu l t ad os  de  l os  es t ud ios  pa r a  34 r FW 1.4  y  20 

3 4 rFW 1.4_ VL K5 0R_ DHP se  mue s t ra n  e n  l as  f i g u ras  2 A- B ,  3 A-B  y  4 A-

B ,  r es pe c t i vam en te .  Lo s  res u l t ad os  p a ra  34 r FW 1.4_VL _K50 R se  

mu es t r an  en  l as  f i g u ra s  5 B ,  6B  y  7 B .  Es to s  e xp er ime n tos  

d emo s t ra r on  q u e  34 r FW 1.4_ VL K5 0R_ DHP t u vo  u na  p ro pe ns ión  

r edu c id a  p a ra  ag reg ac ión  en  c ompar ac ión  co n  34 r FW 1.4 .  E l  m u tan te  25 
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3 4rFW 1.4_ K4 7R t amb ién  demo s t ró  d i c ha  r ed ucc ión  c omo se  mues t ra  

e n  la s  f i g u ras  8B  y  9 B .  

 Ad emás ,  s e  com par a ro n  l a  es t ab i l i d ad  t é rm ica  y  a f in id ad es  de  

u n ió n  d e  lo s  a n t i cu e rp os  34 r FW 1.4  y  34 r FW 1.4_ VLK50 R_DHP.  Los  

r esu l t ad os  d emo s t ra ron  q u e  la s  mu tac i on es  h ec ha s  p a ra  g e ner a r  e l  5 

a n t i c ue r po  3 4 rFW 1. 4_ VLK50 R_ DHP n o  a f ec ta r on  la  e s ta b i l i dad  o  

a c t i v id ad  de  un ión  c on  r es pec t o  a l  an t i c ue r po  34 r FW 1.4  o r ig e n .  

 

EQ UI VAL ENTES 

 10 

 Num eros as  mo d i f i c ac i one s  y  mo da l id ad es  a l t e r na t i vas  d e  la  

p res en t e  in ve nc ió n  se r án  e v i de n tes  a  aq ue l lo s  e xp er to s  e n  l a  t é cn ica  

e n  v i s t a  de  la  d esc r i pc ió n  an te r i o r .  Po r  co ns ig u ie n te ,  e s ta  

d es c r ipc i ón  de be  s e r  c ons ide r ad a  so lame n te  c omo i l us t r a t i va  y  es  

p a ra  e l  p ro pó s i t o  de  en se ñan za  pa r a  aq u e l lo s  e xper t os  e n  la  t é cn ica  15 

e l  m e jo r  mo do  p a ra  l l e va r  a  ca bo  l a  p res en t e  i n ven c ión .  De ta l l es  d e  

l a  es t ru c tu r a  p ue de n  va r ia r  s us ta nc ia lm en t e  s in  a l e j a r se  de l  e sp í r i t u  

d e  la  in ven c ió n ,  y  s e  res e r va  e l  us o  e xc lus i vo  d e  t o das  las  

mo d i f i ca c io nes  q u e  e n t ra n  d en t r o  d e l  a l ca nce  de  l as  r e i v i n d ic ac iones  

a ne xa s .  Se  p r e te nd e  q ue  l a  p r ese n te  in ve nc ió n  se a  l im i t a da  s ó lo  a l  20 

g rad o  req u er id o  po r  l as  re i v i nd i ca c io ne s  a ne xas  y  l as  r eg las  de  

d e re ch o  a p l i ca b les .  

 T od a  la  l i t e ra t u ra  y  m a te r i a l  s im i l a r  c i t ad os  e n  e s ta  so l i c i t ud ,  

i n c lu yen do ,  p a te n te s ,  so l i c i t u de s  d e  pa t en t e ,  a r t í cu l os ,  l i b ros ,  

t r a t ad os ,  d i s e r t ac io ne s ,  p ág ina s  web ,  f i g u ras  y /o  apé nd i ces ,  s in  25 
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imp or ta r  e l  f o rma to  d e  d ic ha  l i t e r a tu ra  y  m a te r i a l es  s im i la r es ,  se  

i n co r po r an  e xp re sam en t e  a  la  p res en t e  p o r  r e f e ren c ia  en  su  

t o t a l i d ad .  En  e l  cas o  de  q u e  un o  o  má s  de  la  l i t e r a tu r a  i n co r po r ad a  y  

ma t e r ia l es  s im i la re s  d i f i e r an  de  o  co n t ra d ig a n  e s ta  so l i c i t ud ,  

i n c lu yen do  t é rm in os  d e f in id os ,  u so  de  t é rm in os ,  t éc n ica s  de sc r i t a s ,  o  5 

s im i la r es ,  es ta  ap l i c ac i ón  c on t r o la .  

 L os  e nc ab e zado s  d e  ca da  s ecc ión  us ad os  e n  l a  p re sen t e  so n  

s ó lo  pa r a  p r op ós i t o s  d e  o rg an i zac ión  y  no  de be n  s e r  c on s ide rad os  

c omo l im i t a n tes  a  la  m a te r i a  su j e to  des c r i t a  e n  c ua lq u ie r  ma ner a .  

 Au nq ue  las  p rese n te s  i n venc ion es  h an  s id o  de sc r i t a s  en  10 

c on j un t o  con  va r ias  mo da l id ad es  y  e j em p lo s ,  no  se  p r e te nd e  q ue  las  

p res en t es  en se ñan za s  s ea n  l im i t ad as  a  d i ch as  mo da l i da des  o  

e j emp los .  Po r  e l  co n t ra r i o ,  l as  p r esen t es  in ve nc io ne s  ab arc an  va r ias  

a l t e rn a t i va s ,  mo d i f i c ac io ne s  y  eq u i va l e n te s ,  c omo se r án  a p re c iadas  

p o r  aq u e l los  e xper to s  e n  la  t écn i ca .  15 

 L as  r e i v in d ic ac io ne s  n o  d eb en  se r  l e íd a s  c omo l im i t a da s  a l  

o rde n  de sc r i t o  o  e l em en t os  a  m en os  q ue  s e  me nc ion e  a  es e  e f ec to .  

Ca be  se ña la r  q ue  va r io s  cam b io s  e n  f o rma  y  de t a l l e  s e  p ue de n  hace r  

s i n  a l e j a r s e  d e l  a l ca nc e  d e  la s  re i v i nd i c ac io ne s  a ne xas .  Po r  l o  t a n to ,  

s e  re c lama n  to da s  la s  mo da l id ad es  q ue  se  en cu en t r an  de n t ro  de l  20 

a l ca nce  y  es p í r i t u  d e  l as  s ig u ien t es  re i v i n d i ca c i on es  y  eq u i va l en tes  

d e  lo s  m i smos .  

 

 

 25 
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REI VI NDI C ACIO NES 

 

 1 . -  Un  a n t i cu e rp o  q ue  se  un e  e sp ec í f i c ame n te  a  T NF α  hum ano ,  

q ue  com pre nd e :  

 a .  u na  c ad ena  l i ge ra  va r i ab le  q ue  com pre nd e  l a  s ec ue nc ia  de  5 

SEC I D  NO:  2  o  SEC ID  NO:  1 4 ;  y  

 b .  un a  c ade na  pe sa da  va r i ab le  q u e  com pre nd e  la  s ec uen c ia  de  

SEC I D  NO:  5 .  

 2 . -  E l  a n t i cu e rp o  d e  c on f o rm ida d  con  l a  r e i v i nd ic ac ió n  1 ,  en  

d on de  l a  c ad en a  l i g e ra  va r i ab l e  comp ren de  l a  s ec ue nc ia  d e  SEC ID  10 

NO:  2 .  

 3 . -  E l  a n t i cu e rp o  d e  c on f o rm ida d  con  l a  r e i v i nd ic ac ió n  1 ,  en  

d on de  l a  c ad en a  l i g e ra  va r i ab l e  comp ren de  l a  s ec ue nc ia  d e  SEC ID  

NO:  14 .  

 4 . -  E l  an t i cu e rp o  d e  c on f o rm ida d  con  l a  r e i v in d ic ac ió n  1 ,  q ue  15 

t i e ne  a dem ás  un  en la zad or  q ue  compr end e  l a  se cu enc ia  de  SEC ID  

NO:  7 .  

 5 . -  E l  a n t i cu e rp o  d e  c on f o rm ida d  con  l a  r e i v i nd ic ac ió n  1 ,  en  

d on de  e l  a n t i cu e rpo  com pre nd e  l a  s ec ue nc ia  de  SEC I D  NO:  10 .  

 6 . -  E l  a n t i cu e rp o  d e  c on f o rm ida d  con  l a  r e i v i nd ic ac ió n  1 ,  en  20 

d on de  e l  a n t i cu e rpo  com pre nd e  l a  s ec ue nc ia  de  SEC I D  NO:  17 .  

 7 . -  Una  c ompo s ic ió n  f a rmac éu t i ca  q ue  c ompre nd e  un a  ca n t id ad  

t e r ap éu t i came n te  e f ec t i va  d e l  a n t i cu e rp o  d e  c on f o rm id ad  co n  la  

r e i v i n d i ca c i ón  1  y  u n  p o r ta do r  f a rma cé u t i c amen t e  a ce p ta b le .  
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 8 . -  Un  mé to do  de  t r a ta r  u na  en f e rmeda d  me d ia da  c on  T NF α  q ue  

c ompr en de  adm in is t r a r  a  un  su je t o  e n  n ec es id ad  de l  m ism o la  

c omp os ic i ón  f a rmac éu t i c a  d e  c on f o rm id ad  co n  l a  r e i v i nd ic ac i ón  7 .  

 9 . -  E l  mé t od o  de  co n f o rm ida d  co n  la  r e i v i n d i ca c i ón  8 ,  en  do nde  

l a  en f e rmed ad  me d ia da  c on  TNF α  es  u n  t r as t o rn o  oc u la r  5 

s e le cc io na do  a  pa r t i r  de l  g ru po  q ue  co ns i s te  de  u ve í t i s ,  en f e rme dad  

d e  Be ch e t ,  r e t in i t i s ,  o j o  sec o ,  g l au com a,  s ín d r ome de  S jö rg en ,  

n eu r op a t ía  d i ab é t i c a ,  esc l e r i t i s ,  deg e ner ac ión  m ac u la r  r e la c i on ada  

c on  l a  e da d  y  q ue ra t i t i s .  

 1 0 . -  E l  m é to do  de  co n f o rm id ad  con  l a  r e i v i nd ic ac i ón  8 ,  en  10 

d on de  la  com po s ic ió n  f a rmac éu t i c a  es  adm in is t r ad a  po r  

a dm in is t r ac i ón  ocu la r ,  i n t r an as a l ,  ó t i ca ,  su b l i ng ua l ,  t r ans dérm ica ,  

t ó p ic a ,  o r a l ,  na sa l ,  r e c ta l  o  p a re n te r a l .  

 1 1 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  10 ,  en  

d on de  la  com po s ic i ón  f a rmacé u t i ca  se  a dm in is t r a  en  u na  d os is  15 

i n d i v id ua l  o  d i v i d ida  q u e  c ompr en de  0 .1  a  1 00  mg  d e l  an t i c ue r po .  

 1 2 . -  E l  m é to do  de  co n f o rm id ad  con  l a  r e i v i nd ic ac i ón  8 ,  en  

d on de  l a  e n f e rmeda d  me d ia da  con  TNF α  es  u ve í t i s ,  y  l a  com po s i c ión  

f a rmac éu t i c a  s e  a dm in is t r a  t ó p ic amen te  a  u n  o j o  d e l  su j e to .  

 1 3 . -  Un a  m o léc u la  d e  ác id o  nuc le i c o  a is la da  co d i f i ca nd o  e l  20 

a n t i c ue r po  de  c on fo rm ida d  co n  la  r e i v i n d ic ac ió n  1 .  

 1 4 . -  Un  ve c to r  q ue  com pre nd e  l a  mo lé cu la  de  á c id o  nuc le i co  de  

c on f o rm ida d  c on  l a  r e i v i n d i ca c i ón  13 .  

 1 5 . -  Una  cé lu l a  h ué sp ed  q ue  c ompr en de  e l  vec t o r  de  

c on f o rm ida d  c on  l a  r e i v i n d i ca c i ón  14 .  25 
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 1 6 . -  E l  a n t i c ue r po  d e  co n f o rm id ad  co n  la  r e i v i nd i cac i ón  1 ,  en  

d on de  e l  an t i c ue r po  e s  u n  f r ag men to  F ab ,  F ab ’ ,  un  F ( ab ) ’2 ,  F v (sc Fv)  

d e  u na  ca de na ,  un  F v ,  o  un  an t i c ue r po  l i n ea l .  

 1 7 . -  Un a  mo lé cu la  b i va l en te  o  b i es pe c í f i ca  q u e  c ompre nd e  e l  

a n t i c ue r po  de  c on fo rm ida d  co n  la  r e i v i n d ic ac ió n  1 .  5 

 1 8 . -  Un  m é to do  pa r a  re duc i r  l a  p r op en s ió n  p a ra  ag reg ac ión  de  

u n  an t i c ue r po ,  e l  m é to do  q ue  compr en de  in t r od uc i r  un a  o  más  

s us t i t u c io nes  d e  am in oá c ido  e n  l a  in t e r f ace  d e  un a  ca de na  l i g e ra  

va r ia b le  ( VL )  y  u na  ca de na  pe sa da  va r ia b le  ( VH)  d e l  a n t i c ue r po ,  en  

d on de  la s  un a  o  má s  su s t i t uc io ne s  e s tá n  en  pos i c i one s  de  r es id uo  10 

s e le cc io na das  p a ra  re duc i r  l a  e ne rg ía  l i b re  en t r e  la  VL  y  VH po r  a l  

me no s  0 .5  k ca l /mo l ,  as í  r e duc ien do  la  p r op en s ió n  de  ag reg ac ión  de l  

a n t i c ue r po  en  c omp ara c ió n  co n  u n  a n t i c ue r po  pa r en t a l .  

 1 9 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  18 ,  en  

d on de  e l  an t i c ue r po  e s  u n  f r ag men to  F ab ,  F ab ’ ,  un  F ( ab ) ’2 ,  F v (sc Fv)  15 

d e  u na  ca de na ,  un  F v ,  u n  d i acu erp o ,  u n  d i ac uer po  de  u na  ca de na ,  un  

a n t i c ue r po  t án dem o  un  an t i cu e rp o  l i ne a l .  

 2 0 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  18 ,  en  

d on de  l a  s ecu en c ia  de  l a  c ad en a  l i g e ra  va r ia b le  de l  a n t i c ue r po  t i ene  

p o r  l o  m en os  6 5% d e  id en t i da d  a  la  se cu en c ia  d e  SEC ID  NO:  1 .  20 

 2 1 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  20 ,  en  

d on de  la  mo d i f i ca c i ó n  com pre nde  u na  s us t i t u c ió n  en  l a  po s ic ión  50  

AHo y / o  p os ic ió n  47  AHo de  l a  ca de na  l i g e r a  va r i ab l e .  
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 2 2 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  21 ,  en  

d on de  l a  sus t i t uc ió n  e s  un a  a rg i n ina  ( R)  e n  l a  po s ic ió n  5 0  AHo y /o  

u na  a rg i n in a  (R)  en  la  po s i c ió n  4 7  AHo de  l a  c ad ena  l i g e r a  va r i ab l e .  

 2 3 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  22 ,  en  

d on de  l i s i na  ( K )  se  s us t i t u ye  p o r  a rg in i na  ( R)  e n  l a  p os ic i ón  47  AHo 5 

y / o  5 0  d e  la  c ad ena  l i g e r a  va r i ab l e .  

 2 4 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  18 ,  en  

d on de  e l  an t i cu e rpo  t i en e  un a  se cu en c ia  d e  c ad en a  pes ad a  va r i ab le  

q ue  t i en e  po r  l o  me no s  8 5% de  i de n t i d ad  a  l a  s ecu en c ia  d e  SEC ID  

NO:  1 .  10 

 2 5 . -  E l  m é tod o  de  co n f o rm id ad  c on  l a  r e i v i nd ic ac ión  18 ,  en  

d on de  e l  an t i cu e rpo  t i en e  un a  se cu en c ia  d e  c ad en a  pes ad a  va r i ab le  

q ue  t i en e  po r  l o  me no s  8 5% de  i de n t i d ad  a  l a  s ecu en c ia  d e  SEC ID  

NO:  3  o  l a  s ecu en c ia  de  SEC I D  NO:  4 .  

 2 6 . -  E l  mé t od o  d e  c on f o rm ida d  co n  l a  r e i v in d ica c ión  18 ,  q ue  15 

c ompr en de  ad emá s  sus t i t uc io ne s  de  am ino ác id o  en  po s i c i ón  12 ,  103  

y  14 4  AHo d e  l a  c ad en a  p es ad a  va r i ab l e .  

 2 7 . -  Un  a n t i c ue r po  p r od uc ido  p o r  e l  mé t od o  d e  co n f o rmid ad  con  

l a  r e i v in d ic ac ió n  18 .  

 20 

 

 

 

 

 25 
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RESUMEN DE L A INVENCIÓ N 

 

 L a  d esc r i pc ió n  p ro ve e  a n t i cu e rp os  q ue  s e  mod i f i ca n  p a ra  

r edu c i r  p r op en s ió n  de  ag reg ac ió n ,  y  l o s  mé t od os  de  p ro du c i r  d i chos  

a n t i c ue r pos .  L a  p re se n te  d esc r i pc ió n  t amb ién  p ro ve e  e n  pa r t i c u la r  5 

a n t i c ue r pos  sc F v  e s ta b les  y  so l ub les  y  f r ag men to s  Fab  e sp ec í f i cos  

p a ra  T NF,  q ue  compr en de n  se cu enc ia s  es pe c í f i ca s  de  c ad en a  l i g e ra  

y  ca de na  pes ad a  q ue  se  op t im i zan  pa r a  e s ta b i l i da d ,  s o lu b i l i dad ,  

u n ió n  in  v i t r o  o  in  v i vo  d e  T NF,  e  inmu nog e n ic id ad  ba j a .  T amb ién  se  

d es c r ib en  ác id os  nuc le i co s ,  vec to res  y  c é lu la s  h ué sp ed  pa ra  10 

e xp r es i ón  de  los  an t i c ue r po s  r ecom b in an t es  de  l a  de sc r ip c ión ,  

mé t od os  pa r a  a is l a r l os  y  e l  us o  d e  d i ch os  a n t i c ue rpo s  e n  la  

me d ic in a .  

 

 15 

 

 

 

 

 20 
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Expediente No.: 13-102.367 
Solicitud Divisional B 

P2013/000058B 
 

 

CAPÍTULO REIVINDICATORIO 

(Solicitud Divisional B) 

 

1. Un anticuerpo que se une específicamente a TNFα humano, que comprende: 

una cadena ligera variable que comprende la secuencia de SEC ID NO: 14; y 

una cadena pesada variable que comprende la secuencia de SEC ID NO: 5. 

 

2. El anticuerpo de la Reivindicación 1, donde el anticuerpo comprende la 

secuencia de SEC ID NO: 17. 

 

3. Una composición farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente 

efectiva del anticuerpo de la Reivindicación 1 o 2, y un vehículo farmacéuticamente 

aceptable. 

 

4. Un ácido nucleico aislado que codifica el anticuerpo de la Reivindicación 1 o 2. 

 

5. Un vector que comprende el ácido nucleico de la Reivindicación 4. 

 

6. Una célula huésped que comprende el vector de la Reivindicación 5. 

 

 

**************************** 


