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En este Informe se describen todas las actividades desarrolladas durante la

ejecucion de este Proyecto.

1.1

Investigadores participantes en Chile:
Dr. Arturo Ferreira Coordinador Nacional, Universidad de Chile.

12 Dr. Hugo Folch, Coinvestigador, Universidad Austral de Valdivia.

13 Dr. Patricio Esquivel, Coinvestigador, Universidad Austral de Valdivia.

14 Dr. Alfredo de loannes, Coinvestigador, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.
2 Personal entrenado en el contexto de este Proyecto:

21 Rodrigo Ramos, Universidad de Chile.

22 Angel Onate, Universidad Austral de Valdivia.

3. Inicio:

Estc Proyecto, tuvo como fecha de inicio para Chile, el 1° de Enero de 1990. El retraso con

respecto a las fechas originales, se debi6 a la recalendarizacién de actividades propuesta por la
Coordinacion Técnica.

4. Aspectos Financiervs:

4.1 Fondos recibidos a la fecha:

De la Representacion Residente se han recibido las siguientes sumas de dinero:

1. Noviembre de 1989 : U.S.$5.000.
2. Mayo de 1990 : U.S.$4.450.
3. Octubre de 1990 : U.S.$2.700.
4. Mayo de 1991 : U.S.$3.500.

TOTAL : U.S.$15.650




42 Gastes 2 la fecha:

1. Entrenamientos de personal:

11 Rodrigo Ramos. Instituto Butantan, Sao Paulo, Brasil (Pasaje y estadia de 3 meses):
U.S.$2.000.

12 Rodrigo Ramos. Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba (Pasaje y

estadia de 2 meses):

US.$1.852

1.3 Angel Ofate. Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba (Pasaje y

estadia de 2 meses y medio):

U.S.$2.800.

2. Equipos:

Campana Flujo Laminar : U.S.$5.894.

Tambor Criogénico : USS$ 875.

Columnas cromatografia,

placas microtitulacién : U.S.$2.229

TOTAL DE GASTOS : U.S.$15.650.

43 Saldo 2 la fecha:

Total dinero recibido U.S.$15.650.

Total de Gastos : U.S.$15.650.

Saldo a la fecha : U.S.$ 0.000.

S, Eatrenamiento de Personal:

51

Primer Entrenamiento: El Dr. Rodrigo Ramos M. fué seleccionado para concurrir al primer

entrenamiento contemplado para nuestro pais. El Dr. Ramos realizé una estadia de 3 meses (1° Abril
al 31 de Junio de 1990), en el Centro de Biotecnologia del Instituto Butantan, Sao Paulo, Brasil. Su
Informe Técnico fué enviado oportunamente.

52

Segundo Entrenamiento: Se estimé conveniente que Rodrigo Ramos M. acudiera también

al segundo periodo de entrenamiento de Octubre a Diciembre de 1990, en ¢l Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba. Su Informe Técnico fué enviado oportunamente. Se
adjunta certificacién de entrenamiento.
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33 Tercer Entrenamiento: Frente a la imposibilidad de Rodrigo Ramos de asistir, se seleccion6
a Angel Oiiate (Instituto de Inmunologia, Universidad Austral de Valdivia). En relacién a2 su Informe
Técnico, de modo preliminar, se adjunta copia de carta del entrenando que explica ¢l retraso en la
entrega de €st2). Se adjunta ademds certificacion de entrenamiento.

6. Caracterizacién de Anticuerpos Monoclonales existentes en Chile. Evaluacién de potencial
para expansién masiva.

Varios anticuerpos han sido producidos en Chile por investigadores participantes en este
Proyecto.

CLON CARACTERISTICAS

1-E-7 IgE de rata anti antigeno externo de Brucella abortus. En inmunowestemnblott reconoce
a un polipetido de 14.7 kDa. Hibridoma crece muy lentamente en RPMI-1640. El
antigeno de 14.7 kDa es un imporiante inductor de inmunidad celular (Ofiate y Folch,
J. Vet. Med. 36: 397; Onate y Folch, Arch. Med. Vet. 21: 103; Oiate y Folch, Acta
Microbiol. 2: 45).

3-C-8 1gG de rata anti-peroxidasa: usada para preparar complejo peroxidasa-antiperoxsidasa
monocional de utilidad en histcquimica. Crece ripidamente en RPMI-1640.

1-F-11 IgM de rata anti-Timulina. Marca especificamente células productoras de esta hormona
timica. Util para estudios de regulacion de la secrecién de esta bormona.

II-H-6 I1gG de ratén anti-Tiroglobulina de rata. Util en estudios de regulacién de Tiroiditis
autoinmune.

Por ¢l momento, no se visualiza la necesidad de expandir masivamente in vitro algunos
de estos hibridomas. A los recién mencionados, se agrega otro grupo de 3 hibridomas, de clase IgE
anti-ovoalbimina, actualmente en caracterizacion. Se espera usarlos en estudios de regulacion de
hipersensibilidad tipo 1.

Por iltimo, una inmunoglobulina de clase G, anti-Factor de Von Willebrand, se
encuentra en sus etapas de caracierizacién preliminar.

Recientemente, con el auspicio de este Proyecto, hemos completade la instalacion de
un Laboratorio de Anticuerpos Monoclonales, en la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
nuestra Universidad. Este Laboratorio, sumado a la infraestructura de apoyo inmunolégico de que
disponemos, nos ha permitido generar anticuerpos monoclonales de clase IgG contra:

- Pili KS9 de E. coli, Gtil para la purificacién por afinidad de esta molécula, con miras a usarla
como inmundgeno experimental en temneros.

- Factor de Necrosis Tumoral alfa. Util en la elaboracién de un inmunnensayo para monitorear
niveles plasmiticos en humanos. Adecuadamente formulado para uso humano y contando con las
aprobaciones éticas correspondientes, este anticuerpo podria tener valor terapéutico en shock séptico

pre y post quinirgico.
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- Tc4S, antigeno derivado de T, cnuzi, cuyo reconocimiento se correlaciona con ia resistencia
al desamrollo de la enfermedad aguda (Ramos y cols, Am.J. Trop. Med. Hyg. 44(3): 314-322).
Esperamos que estos anticuerpos waonoclonales sean itiles para purificar Tcd5 a partir de epimastigotes
y para estudios de proteccién pasiva en animales experimentales.

7. Solicitud de Hibridoma anti-proteina cirscunsporozoitica de Plasmodinm falciparum a
Dr. Victor Nussenzweig de New York University:

Tarea incluida en los Acuerdos~Relatoria de la idltim2 Reunién de Coordinacion
Técnica (Punto 6). El Dr. Nussenzweig fué contactado y ha accedido a donar el hibridoma que produce
el anticuerpo monoclonal contra epitopos repetidos de la proteina circumsporozoitica de Plasmodium
falciparum. Resuelto el problema de traslado, este hibridoma estaria disponible para ser expandido.

8 Proyecciones Nacionales:

En una segunda etapa, montaremos una unidad para expansion in vitra de hibridomas
seleccionados. En una tercera etapa, a instancias del Comité de Biotecnologia de la Universidad de
Chile, hemos presentado al Fondo de Desarmrollo Cientifico y Tecnolégico un Proyecto para rear un
Centro de Referencia para la Produccién y Expansion de de Hibridomas Productores de Anticuerpos
Monoclonales (sc incluyen seis primeras piginas de documento de 200 pdginas). Resultado de
Postulacién: Esperado para Mayo de 1993.

La creacién de este Centro concuerda cor uno de los Objetivos Especificos del
Proyecto PNUD original: " Fortalecer laboratorios de los paises participantes, en funcién de su grado
de desarrollo”. Este Proyecto cuenta con el auspicio de la Universidad de Chile y su financiamiento
ha sido solicitado al Banco Interamericano del Desarrol' (BID), a través de la Comisién Nacional de
Investigacion Cientifica y Tecnolégica (CONICYT) de nuestro pais.

Debe recalcarse que gran parte del impetu que ha adquirido la tecnologia de
anticuerpos monoclonales en Chile, se debe fundamentalmente al impulso inicial proporcionado por
este Proyecto PNUD.
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I- PRESENTACION GENERAL

1.1.- Tipo de Proyecto [-—x_] Infraestructura

F _l Servicios

Uso Interno

1.2.a.- Titulo:__"CENTRQ_DE REFERENCIA PARA LA PRODUCCION Y EXPANSION _

. CE ANTICUERPOS MONOCLONALES, POLICLONALES Y EL DESARROLLO DE EN-

bt‘ Y ub l t“ﬁUl\OME'I R ICOS"

1.2.b.- Palabras Claves: Sintetizar el titulo del proyecto en tres palabras claves
{__Anticuerpos .,_J [_ . Ensa Referencia
1.3.a.- Area Prioritaria 1.3.b- Otras Areas Asociadas 1.4.- Disciplinas Cientifico
Marcor una sola opcion Marcar todas las que correspondan Tecnologlcas lnvolucradas
Mineria f - ] Mincria X
Pesca incluyendo Acuicullum[ ; Pesca incluyendo Acuicultura [ x|
Forcstal [*_ J Forestal
Agroprecuaria i’ = ) Agropecuaria
Manulactura ! ] Manufacturn Bl et
Informaitica L""‘ | Informatica Eﬂ 3 : ‘_ : 12
otras (indicar)
1.5.- Duracian del Proyecto I ‘ meses
1.6.- Institucion Responsable del Proyecto.
NOMURE INSTITL 10N IMIVERSIDAD DE CHIIE
sur_60.910.000-1 _ jomeecon AV, BEBNAF,ID_.Q'HICI}IHS_N:].Q?.B
10-D
romo 0724332 ’M,\ 6724314 € FLECTRONWQO casia SANTIAGO CIUDAD SANI'L:Ag)
1.7.- Autoridades Responsables del Proyecto
vomnae arrupsesranteriom  JATME LAVADOS MONTES o Jrvr 3,849, 316-2
carcoeniamsnucion  RIECTOR £
JEFE O DIRECTOR DE LA UMDAD RISPONSADLE INICO DIAZ CUEVAS/ / ] rur]  3.023.348-0
V s VALY f,,:.
Decano Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias * e
CARGOEN LA INSTIHIH ION FIRMA
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1.8.- Director General del Prayecto

NOMBRE (Apelds parermo, matermes nowbeest £ BRREIRA VIGOUROUX, LUIS ARTURO RUT _4.7.50.096-5 »

U. de Chile, Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias
INSTYIU'CION

Académico Jornada Completa, Profesor Titular.
CARGO ALTUAL

Av. Santa Rosa 11735, La Pintana, Santiago-Chile.

R DL e
5317357 [ 5417357 ‘ 2 Santiago 15
FONO 'ran . FLECTRONKO CrSILLA CRIDAD

FIRMA DIRLECIOR DEL PROYECTO

19.- Director Alterno del Proyecto

NOMBR S [ Apefld-: P UM MUETNO 3 Aambics) AG'JIIM GHIERREZ' JUAN m RUT. 7-715-663-1
U. de Chile, Fac. Cs. Veterinarias yPecuarias ' ‘ '

INVITIUC AN

Académico Jornada Completa, Instructor.

CARGO ACTUAL

Av. Santa Rosa 11735, La Pintana, Santiago-Chile.

MRECCION
FONe 5417357 FAN 5417357 t CLECTRONICO CASILLA 2 CIUDAD Santiago 15’ ,
e
P DIRECTOR ALTERNO ~
1.10.- Instituciones Participantes

RECURSOS : u' - R

SOLICITADOS SO INTERNO
INSTITUCION Y UNIDADES ‘A FONDEF EN _ 1+

MILLONES DE '

PESOS

Universidad _de Chile

ae

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

Departamento de Medicina Preventiva Animal
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Llta-  Resvimen del Proyecto

Tiulo: CENTRO DE REFERENCIA PARA LA PRODUCCION Y EXPANSION DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES, POLICLONALES Y PAKA EL
Resumen : DESARROLLO DE ENSAYOS INMUNOMETRICOS.

El Provecto propucsto aqui plantea cl cstablecimicnto de un Centro de Referencia para la produc-
cion v expansion de anticucrpos monoclonales (AcMo), policionales y para el desarmrollo de metodologia
inmunologica rclevante, al menos a tres drcas de interés. El objetivo de cste Centro s incrementar la
capacidad de fa Universidad de Chile y del sistema universitario nacional cn gencrar productos y
servicios para las dreas prioritarias de desarrollo agropecuario, pesca y piscicultura, industria forestal
¢ incluso mincria. Adicionalmente, este Centro de Referencia servird para el entrenamicnto de recursos
humanos cn técnicas sofisticadas de investigacién inmunol6gica y para el desarrollo de varias areas dec
las cicncias biol6gicas bdsicas.

El Centro de Referencia permitird a los investigadores de la Universidad de Chile y del pais encargar
la preparacion de anticuerpos exquisitamente especificos y de obtenerlos en cantidades suficientes para
hacer decenas dc miles de ensayos. Los investigadores podran también solicitar la estandarizaci6n y
desarrollo de inmunocnsayos que utilicen AcMo.

Los AcMo son reactivos esenciales del trabajo biotecnolégico sofisticado, pudiendo servir, por
cjemplo, para identificar claramente a una bacteria lixiviante de minerales, para purificar una proteina
dc gran valor cn pocos minutos, para realizar un diagnéstico preciso ¢ incluso una terapia avanzada cn
cspecics animales de valor. Los servicios y matcriales del Centro de Referencia también estarin
disponibles a empresas del scctor productivo en las dreas prioritarias, varias de las cualcs han expresado
su mterds cn dichos servicios.

En sintesis, ¢l Centro ofrccera servicios a usuarios internos (Universidad de Chile y otras
Universidades ¢ Institutos Tecnol6gicos) y externos (sector productivo de empresas privadas y estatalcs).
Serd un lugar de cntrcnamicnto y de gencracion de conocimientos ¢ investigacion inmunolégica
avanzada, con proyeccioncs a los intereses de argas prioritarias.

F! financiamicnto dec cste Centro complementard el esfuerzo inicial del Programa de las Naciones
Unidas para ¢l Desarrollo (PNUD) que ha instalado en la Facultad dc Ciencias Veterinarias un
laboratorio piloto para la gencracién y expansion de hibridomas (actualmente en produccién), sciialando
que cste esfuerzo debicra, idcalmente, afianzarse con apoyo gubernamental.

Finalmente, cste Centro también complementard las actividades del Centro para la Sintesis y
Sccuenciacién de Biomoléculas, actualmente financiado por FONDEF, y cuyo proyecto de *creacion
fuera originalmente propucsto c¢n conjunto con cl de anticuerpos monoclonales.

PAGINA




L.ILLh-  Abstract

Lo . PROJECT: REFERENCE CENTER FOR THE PRODUCTION AND
EXPANSION OF MONOCLONAL AND POLYCLONAL ANTIBODIES; AND
Abstiact FOR THE DEVELOPMENT OF IMMUNOMETRIC ASSAYS.

The project proposcs the cstablishment of a Reference Center for producing and expanding
monocional and polyclonal antibodics and for the development of immunologic methodology relevant
to the three arcas of interest. This Center should increase the capacity of the University of Chile and
the other universitics of the country in generating biological products relevant to the priority arcas of
agriculture and livestock development, fisheries and fish farming, forestry and cven mining industrics.
This Reference Center would also serve for training human resources in sophisticated techniques of
immunological rescarch and for the developrient of various arcas of basic biological scicnces.

With the establishment of the Reference Center, rescarchers of the University of Chile and of the
country will be able to order the preparation of specific antibodies and of obtaining them in sufficicnt
amounts for carrying out tens of thousands of assays. Rescarchers will also be ablc to request the
standardization and development of immunoassays using monoclonal antibodies.

Monoclonal antibodies arc cssential to the arcas of intcrest and can scrve, for example, for clearly
identifving, in a fcw minutes, a minceral leaching bacteria, for purifying & very valuable protein or for
performing a precisce diagnosis and even an advanced therapy in valuable animals specices.

The services and materials of the Refercnce Center will also be. available to enterpriscs in the
productive scctor working in the arcas of intcrest, several of which have already expressed their demand
for these services. In short, this Center will offer internal services (University of Chile, other
Universitics and Technological Institutes) and cxternal (public and private cnterprises). It will be a place
for training and for the gencration of knowledge and advanced immunological rescarch, relevant to the
priority arcas.

Funding of this Center will complement the initial effort of United Nations Program for Development
(UNPD) that has alrcady funded the implementation of a pilot laboratory for the gencration and
cxpansion of hybridomas, at the Faculty of the Veterinary Medicine and Livestock Scienccs, University
of Chile (at present in active production). UNPD has pointed out that this cffort should be idcally
supported with additional government resources.

Finally, this Center will complement the activities of the Center for the Synthesis and Sequencing
of Biomolecules, alrcady supported by FONDEF. The project for the creation of this Center was
originally proposcd to FONDEF fused with the Project on monoclonal antibodics.

PAGLALA




1.12.-

Relacion del Proyecto con Area(s) Prioritaria(s) (no mas de 10 lineas)

u Organismos vivos.

El Centro dc Referencia aportard un importante incremento en la capacidad de investigar y
desarrollar procesos de punta cn dreas prioritarias tales como la lixiviacion bacteriana de minerales, cl
desarrollo de nucvas y mejoradas cspecies de plantas de importancia econémica (Jeguminosas, frutalcs,
cspecies forestales), cn cl diagnéstico de plagas y cnfermedades que disminuyen la productividad
agricola o acuicola (virus dc plantas, patégenos dc salmoncs) y cn la produccién de animales de mejor
calidad (manipulacién de cmbriones de bovinos y ovinos, peces transgénicos). La utilidad de las téenicas
v materiales que scrin aportados por cl Centro de Referencia para algunos proyectos cn arcas prioritarias
han sido scialadas cn documentos que acompaiian este proyecto. Sin embargo, hay que poner énfasis
en quc las técnicas y materiales que pucden ser aportados por este Centro ticnen una amplia utilidad
para cualquicr proyecto modemno bisico ¢ aplicado que use matcriales 0 procesos de origen biol6gico

1.13.- Resumen de Costos del Proyecto (millones de pesos)
ITEMS FONDEF INSTIT. S. PROD. TOTAL %
HONORARIOS 47,952 1,50 - 29,472 18,73
REMUNERACIONES - 6,4 - 6,54 . 2,62
SUBCONTRATOS - - - - -
CAPACITACION - 5,70 - - 5,70 2,15
EQuIPOs m, 7856 63,5 - 113,131 2,59
SOFTWARE o 0,50 1,450 - 2,020 0,%
INFRAESTR LT_L—_'IURA o ) 10,000 4,500 - 14,500 5,46
MATERJALES FUNGIBLES 18,000 3,000 - 54,000 2,3
VIAJES Y VIATICOS | 1,500 - - 1,500 0,%
PUBLICACIONES Y SEMINARIOS B 1,800 - - 1,800 0,63
GGASTOS GENERALES 13,533 3,000 - 16,533 6,2
TOTAL 148,861 116,79 - X6,60
o o 56,04 43,% - - 100,00

%o
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2.1.-

OBJLETIVOS CENERALES Y ESPECIFICOS

Objetivos Generales (10 lineas).

2.1.1.

2.1.3.

Incrementar la capacidad de la Universidad de Chile y del pais para aplicar investigaciones
de punta cn inmunologia y ircas biotccnolbgicas relacionadas, relevantes a ércas de
acuicultura, agropecuaria y mineria mediante el establecimiento de Centros de Referencia que
roontarian cquipos y técnicas oricntados a estos fines.

Adicstrar a jovenes cicntificos chilenos y latinoamericanos cn ¢l uso dc técnicas avanzadas
de inmunologia y biotecnologia para impulsar el desarrollo de proyectos de impacto socio—-
ccondémico, especialmente en las ireas priorntarias.

Lograr que la Universidad sca aulosuficicnte cn un area biotccnol6gica cstratégica para cl
desarrollo de sus lincas de investigacién y cnscianza de pre y postgrado.

!4
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Objetivos Especilicos (20 lincas).

2.2.1.

2.2.2.

223.

224,

2.2.5.

Instalar un Centro de Referencia de Preparacién y Produccién de Anticucrpos Monoclonalcs
con capacidad de: preparar hibridomas que produzcan AcMo contra moleculas antigénicas
especificas; crecer hibridomas en frascos spinner con encapsulacion de perlas de alginato de
calcio para producir una cantidad de AcMo capaz de ser utilizada en dccenas de miles de
cnsayos convencionales; mantencr una coleccién de células productoras de AcMo dc uso ¢
intcrés comin para los investigadores. .

Brindar los servicios de este Centro a los investigadores de la Universidad de Chile, de otras
universidades del pais, institutos técnologicos y empresas del sector productivo.

Entrenar a jovenes cientificos chilenos y de otros paises latinoamericanos en ¢l mancjo de
fas técnicas empleadas cn el Centro de Referencia. Difundir el uso y utilidad de estas técnicas
cn las cmpresas biotccnolégicas.

Desarrollar, a peticién de usuarios, técnicas inmunométricas basados en s6lo el uso de AcMo
o combinados con anticucrpos policlonalcs.

Generar, a peticion de usuarios, anticuczpos policlonales en diversas especies de vertcbrados
y contra antigenos proporcionados por los usuarios.
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