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PROVECTO ANTICUERPOS "ONOCLONALES 

In~ar•e final del prayecta 
io de dicieabre d• 1992 
DP/RLA/83/003 
Cantrat:a Na. 9110816 

Se ••t~ndariz6 la t6cnica de ELISA para la detec~i6n d~ 
anticuerpas. 

Se utilizaran ratanes Balb/c 
line~ 63AG81653 las cual•• 
YECDL. 

y c6lulas de aielaaa de l• 
se ten&an dtspanibles en 

Yarias 9rupas de rat:anes fueron in·aunizados contra el 
virus de la fie~~• a~tosa tipos 01 Caapa5 y Az• 
Cruzeiro utilizanda viru5 purif icado por 
ultracentrifugaci6n en gradien~es de sacaro5a con 
adyuvante caapleta de Freund, adyuvante incaapleta y 
virus sin adyuvante, de aanera secuencial, o~tani•ndose 
altos t~tula• de anticuerpas contra las virus 
respectivos. 

Se llevaran a cabo fusiones de c6lulas de •ieloaa con 
c~lul•& de bazo de las ratones inaunizada~ gen~rando 
hibridas productores de anticuerpaa especificos contra 
el tipo de virus carrespondiente, e~aluados mediante la 
t~cnica de ELISA. 

Can lo& hibridoaas abtenidas 5& intent6 su 
aultiplicaciOn y clonaje pero na se la9r6 debida a qu• 
la& c61ulas se ·aor!an o perdLan la capacidad de 
~·Yaw~~i6n de anticuerpos. Se ensayaron v&rias 
e5trategia& para el creci•ienta de las hitridomas 
productares d• anticuerpos, incluyando el usa de •edios 
condicionados y/o celulas aliaentadoras, •in resultado& 
poliitivo•. 

Al evaluar las r••ultados sa sa•pech6 
histaco•patibilidad ·entre las c61ulas de 
cepa de ratones Balb/c disponib1es par 
buscaron otra~ fuentas d• cOlulas. 
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01 CAMPOS 
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sin 
A24·CRUZEIRO 
Adyuvant• 
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OBSERVACIONES I • • • 

~ - . . . 
!:-" .• 

FUSif;JN 1 1 01 Caapos . r ... : ~ ~-. ' ... 
. , ... - : . 

"•cerAci6n da b•zo con una aalla. Sa. .obt,:Uvo ·: ·: .. 
creciaiento de Hibrida••• en •adla sel•ctivo ffAT~. · ·i :No·~ · 
•• ....... 1..-6 pr-cid.,.GG.£~.. ..is en '-.1.~u•• f'W• "'wti.a."u • ·; ·t•,: 
ocurrencia de cantaainaci6n. 

FUSION· 2 1 01 Caapas 

: . 
: 

" . 

cr·eciliienta de hibrida•.a• en aedia selectivo .HAT en 1 ~-.:19 . · · .. 
pozuelo~ en ta~al. Se hizo cloriaci6n par dtiuc1~n:-
111ai't• an presenc·iA de c&lula• ait•entad.orati .. · ~-bo·: 
creciaienta de cltlula& de 2 pozuelas pe~o · no· 
continuaron producienda Ac. Las c•lulas de lo• o_t:ro~ 
10 pazuelo• se •urieron.· 

FUSlON 3 : A24 Cruzeiro 

Craci•iento 
po~"elos de 
virus A24 
producci6n. 

de c•lula• en media ••l•c~iva HAT en.: 4 
las cual•• un hibrida•a produJa Ac contra 
cruzairo, para perdi6 la capacidad d• 
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FUSION 4 1 A24 Cruzeiro 

No ae abtuvo crecimianto celular prabable•ente debido 
al c:aabi1.1 dal reactiva ••inopterina par hab•r&e ava·tado 
exiatanc1a. 

FUSION ~ I 01 Ca•pos 

"u~~ri~·~i~n dv· protacala& 9 na se n~za aac•raciOn de 
ba%a can ••Ila sina qua se perfundia el baza can ••dia 
p~rA ob~cna~ 14• c61ul••· a~ ····~1~4U ~1 PED y 14 
incubac~On par 2 •inu~as. Se cansigui.ran 30 
hidrida•a& de las cuales 4 fueron praductares de Ac 
contra virus 01 Ca•pas. ~e hiza clanaJe pera •• p•rdio 
la capacidad d• producciOn de Ac. 

FUSION 61 A24 Cruzeiro 

Se obtuvieran 2 de 16 hibridoaa5 praductar~s de Ac 
frente a virus A24 Cruzeiro. Se hiza clanaje pera •• 
perdi6 la capacidad de praducciOn de Ac. 
Pasterior•ente se present6 conta•inaci6n de la5 
cultivas. 

FUSION 7 I 01 Ca•pas 

Se aurieron. la& c61ulas dur~nta la ·s••ana s~~uienta· a 
la fus.ion. 

FUSION. 81 

Se aur-iwron 
·1a fusion. 

·FUSION ., I 

A24 Cruzeiro 

C~•bio y caapar.aci6n de reactivo• y aodi~icacion 
protodalo•. El trabaja se perdi6 debido a daffo en 
incubador~ d• C02. 

NDTA1 El proyecta fue su5pendido. 
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En el aes de novieabre de 1991 sa recibl•ron ra~o"es 
r~tones Balb/c y c6lulas de aieloaa de la linea SP2-0 
prac•dante del Centro Panaaericana de Fiebre Aftosa, 
CPFA (Bt'aail) cansiouiendo faraar una nueva calonia · de 
ratona& y aultlplicar las c61ulas de aielaaa pa~a su 
canservaci6n en con9alacion. 

Se d·iselt6 adeaas un proJecto de trabaJa que s1rv10.:-de 
ba•• para una tesis cte grado, relacio~ada con la 
producc16n de anticuerpas •anoclanal•s contra. la 
olicoprota1na del virus de la rabia <~•pa Pa&teu~>· 

Se ~tilizaron lo& ratone& ·y 
r•~ibidas del CPFA. Las ratones 
virus de la rabia inactivado 
glicoprata~na purificada a partir 

c•lulas d• •i•la••~
fuaran inmuni~ados ~~n 
y purificado a cpn 
del virus. 

Las celulas de bazo de ratones inaun.t::a:adas ·· se 
fusianaron can clilu·las d• •ialaaa SP2-0 obtenilindo ... 
h1br1doaas que praductan anticuerpos las cua~es 
raccianaban fren~• al virus de la rabia y la 
oricaprat•Lna pur"Lf icada en la pru•b·a de ELISA. 

En •~~e trabaja sa cansigui6: eKpandir y clonar -lo• 
hibrido•as praductares de anticuer-pas, dabida a la 
p6rdida de la capacidad de producci6n o por •u•rt• de 
las c•·lulas. 

Una porc;i.6n d• las c6lulas hibridizadas y praduc-t.a.ras:· 
... an~ ... cucir-po• h- w.A..iw -..wiu•wr Y.alol• \:II L.UU\fef1•c..LC)U ·-. . -

15oa C para ~rabaJos post~rior cuaoda •• tenva un 
•6tado· para que l•• c•lulas hLbridas se •ultip11que~ 
&de.c:ue.d•••nte. 

4 



Producci6n d• anticuerpas aonaclanal•• contra la 
glicaproteina del virus de la rabia cepa P.V. 

Las pri••r•s fusianes (1-4), se llevaron· a cabo sea~n 
los siguiantes protocolos: 

ln•un~zaci6n: Levin•. B.B. and Y~z, N.N. 1970 

Proc•di•iento de Hibridizac~On ; Geo~rey letchworth dnd 

Judith Apleton. 

Prueba de ELISA I Kraud•r A.F.R.C. Institute for-Animal 

Health, Pirbright Laboratory. 

Prueba de Dot 1 "•nual de Laborataria. Aplicac16n de 

Anticuerpos "onoclanales en Bialagia. 05ca~ Oro%co, 

INC. 1988 

Clonacion par Diluci6n Li•ite. Ailsa "· 

Laboratory techniques in bioche•istry and •olecula~· 

biology. "onoclonal antibody technology 1984 

FUSION 1-4 : Ratones BALB/c 2 •eses de edad inoculad6s 

can 0.1 •1 d• virus r6bico puri~icado, 6 do5is con 

1nt~rv•l~s d• 15 dias via i.p, en concentraciOn de 12 

ug/•1 con adyuvanta co•pleto de freund (ACF) para la 

y con ~dyuvante inca•pleto de freund 

(AIF) las 5 4lti•a• do5i&. Dbtenci6n de c•lulas de b~zo 
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se9~n 6avilondD J.V. 1988, linea celular de aielaaa 63 

Ag 816~3 ••nt•nida en aedio de cultiva "E" AANE y 8% de 

SFB .. 

Clanaci6n en aetil celulosa. 

Estandarizaci~n de l~s pru•bas de ELISA y Dot. 

Total de pazas cultivados en 1 

Pri••r"'a fusi6n 288, 6 pazas con c6lulas hibr"'1das 

crecida&, nega~ivas pa~a la producci6n de an~icuerpas 

eonaclanales. 

~egunda fuai6n 216, 

crecidaa, 

3 po%as con lecturas pasitivas. 

Ter"'cera fusi6n 260, 1~ pozos con calul~s hibridas 

crecida&, 2 pazos can ~~cturas posi~ivas • . 
Cuart& fusi6n 30~, 2Q pozas con c6lulas hib.r.ldas. 

•anactonal••· 

FUSION ~. Ratones BALB/c de 2 ••••• de •dad inoculadas 

~on 0.1 •1 de Slicoprot•Ln~ 

•iguienta pra~ocolo de inaun1z•ci6n: 

i.p--diaO 
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sevunda dosis--- 6licoprateina (8.5u9/al) + AIF----via 

i.p--d1a15 

tercera dosis--- &licoproteina ( 1ou9,•l + AIF----via 

i.p--diA26 

cuarta dasis---- &licaprateina (10 ugl•l> sin AIF--vi• 

i.p--dia28 

caabio d• linea celul&r de aielo•• AgX63 procedente del 

Instituta Nal. de Canceralog~a. 

Caabio~ en al protocolo de fusi6n y en la prep•rac16n· 

del PES. 

Clonaci6n par diluc16n lieite. 

Tatal de c61ulas cultivadas 224, 9 pozo• can c6lu~a5 

h.Lbridas crecidas ,-2 pozas can lecturas. s·igni f ic.ati"as .• 

Criapreservaci6n de las hibrida positivas. 

FUSION 6-7. Ratones 8ALB/c y c~lulas de •ieloaa 

procedentes del Centro Pana•e~icano de Fi•b~• Aftoaa· 

del Br~sil.Se utiliz6 el •is•o -pratocalo·· . de~· 

1na~nizaci6n ~· la fusibn 5. 

Clanaci6n par diluc10n li•ite. 

Criopreservaci6n del hibrido positiva. 

Fus16n 6, 300 po~o• con c6lulas, 25 pozos con c•~ula• 

h~brid•• cracidas, 6 pozQs can lecturas positivas. 
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Fusion 7, 296 pozos con c41ulas, 39 pozos can c6·1·u.las 

h1br1das crecidas, 2 pozo• pasitivoa. 

Criopr•servaci6n de c6lulas hibridA~-

Se entrenaran dos prof•s1on~l•s tanta en 

de ~usiOn y clanaJ• co•a en los de eacalaaiento· a ni~el 

de ~eraentadar para la aultipl~caci6n de hibrida•ae. 

Se realizaron reunianas t6cnicas con personal t6cnica 

del Institu~o-Coloabiano AQrapecuario ICA y la Ofic1na 

Sani~aria Pana•erlcana a fin de unificar crit•rio• .Y 

establecer una t6cnica qµe 

estandarizar las tocnicas e intercaabiar resultados~ 

El entrenasienta praye~tado sabre praducci6n •••iva de. 

anticuerpas no pudo raali::u~rse en Brasil par la que· .sa · 

aptO par tnt•nsificar las trabaJas sabre clanaje· Y. 

fusLOn para desarrollar hibridoaas praductores de: anti--

glyproteina de rabia, reactiva de alto usa y necesidad 

en la E•presa y an Colo•bia. 

El obJativa gen•ral de intensific~r la cooperacion '/ 

desarrolla de las anticuerpos .•onoclonal•• •e· lavr6. a 

c:abalidad .. 
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Se h~ciaron la~ ensayos de su eaplea y valid~ci6n y se 

dej~ron las baS•5 para la producci6n futura de estos 

a. '--"'"LrJ.Duya s1gn111cativa•ent;a a auaentar 

el nivel d• aut;a5uficiencia tecnol6gica en la regi6n y 

e&p•cial•ent• an •l pais •. 

Sa•etida·a UNlDO 

Doctor Rodolfo Quintero 

Doctor Pl. Koho.nen 
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