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PROYECTO ANTICUERPOS MONOCLONALES

Inforae final del prayectoa
10 de diciembre ds 1992
DP/RLA/783/7003

Cantrato Nao. 9170816

Se estandarizé la técnica de ELISA para la deteccién de
anticuerpos.

Se utilizaron ratones Balb/c y células de aielnaa de la
linea &3AGEB1453 106 cuales se tenian disponibles en
VECOL.

Varios grupos de ratones fueron inmunizados contra el
virus de la fie; e aftosa tipos O1 Caapos Y Axs
Cruzeiro utilizando virus purificado por
ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa con
adyuvante caospleto de Freund, adyuvante incaapleta y
virus sin adyuvante, de manera secuencial, obteniéndoase
altos titulos de anticuerpos contra 1los virus
respectivos. .

Se 1llevaron a cabo fusiones de células de msieloma con
células de bazo de 1los ratones inaunizados generando
hibridos productores de anticuerpos especificos contra
el tipo de virus carrespondiente, evaluados mediante 1a
tecnica de ELISA. ’ .

Con los hibridomas obtenidos se intentoé su
aultiplicacion y clonaje pero no se lagrdo debideo a gque
las ce#lulas se wmaorian o perdian la capacidad de
piroDduccion de anticuerpas. Se ensayaron varias
estrategias para el crecimiento de 1los hitridomas
productores de anticuerpos, incluyendo el usao de aedios
condicionados y/o células alimentadoras, sin resultados
positivas.

Al avaluar 1los resultados se sospechd la falta de
histocompatibilidad entre las células de asaieloma y la
cepa de ratones Balb/c disponibles gpor 1lo que =se
buscaron otras fuentes de células.
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INMUNIZACION
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FUSION &1 : 0Of Campos @.5;121_

Maceracién deo bazo con una malla. _ Se. .obtuvo ..
cracimiento de Hibridosas en madio selectivo HAT. 7 No. _
ase svalud produccldds v aslicuss Pus ywisidw - . 3& "

acurrencia de contaminacion.

.

FUSION 2 : Oi Campos

Crecisiento de hibridomas en medio selectivo HAT en:i19 ;"

pozuelos en total. Se hizo clonacién por dilucion:
limite en presencia de ceélulas alimentadoras. Hubo
crecimiento de células de 2 pozuelos peroc - no
continuaron produciendo Ac. Las células de los otroe
i0 pozuelos se muriesron.’

FUSION 3 : A24 Cruzeiro

Crecimiento de células en medio selectivo HAT en. &
pozuelos de los cualss un hibridoma praduio Ac contra
virus A24 cruzeiro, pero perdié 1la capacidad da
produccidn. ,
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FUSION 4 : A24 Cruzeiro

No se obtuvo crecimiento celular probableaente debido
al cambiu del reactivo aminopterina por haberse agotado
existencia. :

FUSION 35 : Q1 Campos

MudifiLevlaon de Protocolos, no S8 Nhi1z20 maceracion de
bazo con malla sino que se perfundio el bazo con Asdio
para obtencr las céluleaw. S reemplaco vl FPFES Yy 1a
incubacian por 2 minutos. Se consiguieron 3o
hidridomas de los cuales 4 fueron productores de Ac
contra virus 0Ol Campos. Se hizo clonaje pero se perdid
la capacidad de produccién de Ac.

FUSION &2 A24 Cruzeiro

Sa obtuvieron 2 de 16 hibridomas productores de Ac

frente a virus A24 Cruzeiro. Se hizo clonaje pero se
perdid l1a capacidad de produccion de Ac.
Paosteriormente se presenté contaspinacidn de los

cultivas.

~

FUSION 7 2 01 Campos

Se murieron las células durante la semana siquiente a
l1a fusién.

FUSION 8: A24 Cruzeiro

Se muriwron ias células durante la semana siguiente a
1a fusion.

FUSION 9

Cambio y comparacidan de reactivos y msodificacion de

protodolos. El1 trabajo se perdid debido a dafo en 1la
incubadora de CO2.

NOTA: E1 proyecto fue suspendido.
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En el aes de novisabre de 1991 se recibieron ratones
ratones Balb/c Yy células de asielosa de la linea SP2-0
pracedente del Centro Panamsericano de Fiebre Aftosa,
CPFA (Brasil) consiguiendo forsar una nueva colonia de
ratones ¥y aultiplicar las células de aieloma para su
conservacion en congelacion. )

Se disefRé adesss un projecto de trabajo que sirvio.de
base para una tesis de grado, relacionado con 1la
produccion de anticuerpos aonoclonales contra. la
glicoproteina del virus de la rabia (cepz Pasteur).

Se utilizaron los ratones 'y células de aeieloma“ -
recibidos del EPFA. Los ratones fueron inounizados con
virus de 1la rabia inactivado vy purificado o con
glicoproteina purificada a partir del virus.

Las ceélulas de bazo de ratones inaunfizados ~se
fusionaron con células de amieloma SP2-0 obteniéndose
hibridomas que producian anticuerpos los cualies
raccionaban frente al virus de 1la rabia vy la

gricoproteina purificada en la prueba de ELISA. .
En este trabajo se consiguid: expandir y clonar flos
hibridomas productores de anticuerpos, debido a 1la
pérdida de la capacidad de produccién o por muerte de
1as células.

Una porcién de las células hibridizadas y productoras:
due anticucrpes e wmidu CunsErvauda & Lunyelaclois a4 -

1530 C para trabajos posterior cuando se tenga un
método para que las células hibridas se wmultipliquen
adecuadamente. : ) o ’
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Produccian de anticuerpos sanoclonales contra la
glicoproteina del virus de la rabia cepa P.V.

Las primeras fusiones (1-4), se llevaron a cabo segun
los siguientes protocolos:

Inmunizacién: Lavine, B.B. and Vaz, N.N. 1970
Procedimiento de Hibridizacioen : Geafrey letchworth and
Judith Apleton.

Prueba de ELISA : Krauder A.F.R.C. Institute for Animal
Health, Pirbright Labaratory. .

Prueta de Dot : Manual de Laboratoriao. Aplicaéidn de
Anticuerpos Monoclonales en Biologia. 0Oscar GOrozco,
INC. 1988

Clonacién por Dilucién Limite. Ailse HN. Camphell.
taboratory techniques in biocheaistry and aolecularr

biology. Monaclonal antibody technology 1984

FUSION 1-4 : Ratones BALB/c 2 meses de edad inoculados
con ©O.1 ml de virus rébico purificado, 6 dosis con
intecvalos de 15 dias via i.p, en concentracion de 12
ug/ml con adyuvante comspleto de freund (ACF) para l1a
primera dosis, y con adyuvante incompleto de frcund_

(AIF) las S dltimas dosis. Obtencién de células de bazo
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segin Gavilondo J.V. 1988, linea celular de aieloma (%4
Ag 81633 santenida en medioc de cultivo MENM AANE y 8Z de
SFB.

Clonacién en metil celulosa.,

Estandarizacion de las pruebas de ELISA y Dot.

Total de pozos cultivados en @

Primera fusién 2688, & pozos can células hibridas
crecidas, negativas - para la p(oducc16n de anticuerpos
aconoclonales.

€egunda fusién 216, 11 pozos con células hibridas
crecidas,

3 pozos con lecturas pogitivas. .

Tercera fusion 260, 13 pozos con células hibrigas

crecidas, 2 pozos con lecturas positivas.

Cuarta fusién 305, 20 pozos con células hibridas

craclides; neyalivas para le pruduuLuion de anticuerpos

monoclonales.

FUSION 5. Ratones BALB/c de 2 meses de edad inoculados
con ©O0.1 ol de 6Glicoproteina purificada; segén el
siguienta protocolo de insunizacion:

primera dosis--~ Glicaoproteina (8.3ug/ml) + ACF———-—~via
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segunda Jdosis-—- Glicoproteina (8.5ug/al) + AIF~——~=~via
i.p-—-dialS
tercera dosis—-—— Glicoproteina ( 10ug/91 + AIF-~-~-via
i.p——dia2é

cuarta dasis—--- Glicoproteina (10 ug/ml) sin AIF-—-via

i.p——diaZ8

Cambioc de linea celular de aieloma AQX4é3 procedente del
Instituto Nal. de Cancerologia.

Cambios en @l protocolo de fusién y en la preparacion
del PES. '
Clonacién por dilucién limite.

Tatal de células cultivadas 224, 9 pozos con células
hibridas crecidas,2 pozos con lecturas . significativas.

Criopreservacion de los hibrido positivos.

FUSION 6-7. Ratones BALB/c y células de nieléna
procedentes del Centro Panawmericano de Fiebre Aftosa
del Brasil.Se utilizé al mismo protocolo: ‘de
inmunizacidn de la fusian 3.

Clonacian por dilucion limite.
Criopreservacitn del hibrido positivo.
Fusioén &, 300 pozos con células, 235 pozos con células

hibridas cﬁbcidas, & pozos con lecturas positivas.




Fusién 7, 296 pozos con células, 39 pozos con células
hibridas crecidas, 2 pozos positivos.

Criocpraeservacién de células hibridas.

Se eaentrenaron dos pfofusiona!e; tantoc =sn laS'tédni?qii
de fusién Yy clonaje como en los de escalasiento a nivel

de fari.ntador para la msultiplicacion de hibridosas.

Se realizaron reuniones técnicas con personal técnico

del Instituto.Coloabiano Aoropecuario‘ ICA y la Oficina

Sanitaria Panamericana a fin de unificar criterios _y.
establecer una cooperacian técnica que permita

estandarizar las técnicas e intercambiar ressultadas.

El entrenasiento proyectado sobre produccién sasiva -d‘L
anticuerpos no pudo realizarse en Brasil por lo qu;uscv
opté por intensificar 1las trabajos sobre clonaje y.
fusion para desarrollar hibridéuas productores de anti-.
glyproteina de rabia, reactivo de alto uso y necesidad

en la Eampresa y en Colombia.

El objetivo general de intensificar la caooperaciéon vy
desarrollo de 1los anticuerpos monoclonales se logré a

cabalidad.
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Se hicieron lo. ensayos de su eapleo

dejaron las bases para

rroeducstes. Oe wustribuyo significativamsente

-

el nivel de autosuficiencia tecnoldgica en la region

especiaimente en ¢l pais. .

Sometidao a UNIDO

Doctor Rodolfo Quintero

Doctor M. Kohonen

la praduccién futura de

y validacién y se
estos

a ausentar
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